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La enfermedad renal crónica (ERC) es una de las enfermedades más prevalentes en la actualidad, 
con un 10 % de personas que la sufren en todo el mundo. La aparición de la enfermedad puede 
deberse a diferentes causas como la diabetes, hipertensión, estado del sistema inmune y genéticas, 
siendo la hiperglucemia una de las más comunes y responsable de la mayoría de los casos. Esto 
convierte a la nefropatía diabética en la causa más frecuente de enfermedad renal en etapa terminal 
(ESRD) en la mayoría de los países. 
La ERC es progresiva y el tratamiento sólo logra enlentecer su progresión, pero no revertirla. De ahí 
la necesidad de identificar mecanismos implicados en el daño renal y de encontrar posibles 
tratamientos. 
Estudios anteriores mostraron la posible implicación del complejo Rab-Rabphilin en enfermedades 
proteinúricas. En éstos, se describió la localización y la alteración de la expresión de estas proteínas. 
Además, otros autores mostraron que presentar un determinado polimorfismo del gen Rabphilin 
aumentaba el riesgo de padecer albuminuria. A pesar de que se dispone de esta información, 
todavía se desconoce el papel de este complejo en el sistema renal y su papel en el desarrollo de la 
ERC. 
Para contribuir al entendimiento de la función de este complejo en las enfermedades renales, la 
presente tesis titulada “Papel del complejo de proteínas Rab-Rabphilin en un modelo de daño renal 
en Drosophila”, se centró en determinar la función del complejo formado por proteínas Rab 
GTPasas, Rab 3 y Rab 27, y su efector Rabphilin en un modelo de daño renal. Además, en el mismo 
modelo, también se abordó el estudio de la afectación cardiaca, el papel del complejo Rab-Rabphilin 
en un modelo de nefropatía diabética y la búsqueda de fármacos que puedan revertir los procesos 
del daño renal.  
Los nefrocitos de Drosophila, que son las células encargadas de filtrar, metabolizar y eliminar 
moléculas presentes en la hemolinfa, poseen gran homología funcional, estructural y molecular con 
los podocitos de mamíferos. Esta gran similitud entre ambos tipos celulares permite usar a la mosca 
como modelo para el estudio de enfermedades renales. 
En el primer capítulo de este trabajo describimos que Rph, además de estar implicado en el 
transporte vesicular en los nefrocitos, también contribuye al mantenimiento del estado 
diferenciado de los mismos. En este apartado, determinamos cómo niveles bajos de Rph provocaron 
una disrupción en las funciones de filtración y reabsorción de moléculas llevadas a cabo por los 
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nefrocitos. Concretamente, la falta de Rph promovió la aparición de modificaciones citoesqueléticas 
que condujeron a alteraciones estructurales (desorganización de la membrana basal y ausencia de 
canales laberínticos) y la infraexpresión de genes esenciales como Sns y Cubilin que tuvieron como 
efecto una disfunción del tráfico vesicular y pérdida del estado diferenciado de los nefrocitos. 
El capítulo 2 se abordó con el objetivo de determinar la afectación del corazón debido a los bajos 
niveles de Rph, tanto en los nefrocitos como en conjunto con los cardiomiocitos. Determinamos que 
Rph también está presente en los cardiomiocitos. Los resultados mostraron el papel relevante de 
Rph en el sistema cardiaco. La falta de expresión de Rph en este órgano provocó anormalidades en 
la disposición de miofibrillas transversales, un mayor diámetro diastólico y sistólico y una 
disminución del grosor de las paredes del corazón. La falta de la expresión de Rph exclusivamente 
en los nefrocitos no resultó en una desorganización de las fibras cardíacas ni en cardiopatía. No 
obstante, se apreció un aumento en el diámetro diastólico y una reducción de la vida media. Estos 
resultados indican el efecto a distancia entre dos sistemas distintos. 
En el tercer capítulo de este trabajo se demostró que las proteínas Rab son esenciales para la función 
y el mantenimiento de los nefrocitos. Al igual que la interferencia en la expresión de Rph, la 
alteración de la función de las proteínas Rab provocó cambios en la expresión de genes específicos 
y esenciales, Sns y Kirre, para el mantenimiento y función de las células, lo que además se vio 
apoyado por la perturbación de las estructuras subcelulares típicas de los nefrocitos, la hendidura 
de filtración y los canales laberínticos. Por otra parte, se estudió el papel del complejo Rab-Rabphilin 
en un modelo de daño renal inducido por hiperglucemia (modelo de nefropatía diabética). Los 
resultados mostraron que Rph y Rab 3 podrían tener un papel relevante en la aparición y progresión 
de la nefropatía diabética. 
En el último capítulo de esta memoria se describe el rastreo químico llevado a cabo con un modelo 
de daño renal que combinaba la interferencia de la expresión de Rph con niveles de hiperglucemia 
constantes. En total se testaron 1200 compuestos procedentes de la quimioteca Prestwick, de los 
cuales 48 mostraron tener una regulación positiva de la expresión de Sns. Uno de estos compuestos, 
el ácido retinoico, demostró recuperar las alteraciones estructurales y funcionales en el modelo con 
falta de actividad de Rph (descrito en el capítulo 1). 
Los resultados presentados en esta tesis respaldan la hipótesis de que el complejo Rab-Rabphilin 
tiene un papel importante en la función de las células que forman parte del sistema excretor de 
Drosophila. Dada la alta similitud entre los podocitos y los nefrocitos, esto apoyaría la idea de que 
este complejo es relevante en el establecimiento de la enfermedad renal. Además, los datos 
3 
confirman la relevancia de la función de los nefrocitos en la función cardíaca, es decir, estos 
resultados sugieren que existe un efecto no autónomo a distancia entre ambos tejidos. Finalmente, 
en este trabajo se ha descrito al ácido retinoico como posible fármaco para detener y revertir la 








AgNO3: nitrato de plata. 




BM: basement membrane; membrana basal. 
BSA: bovine serum albumin; suero bovino fetal. 
C 
CA: constitutive active; activadora constitutiva. 
Cubn: Cubilin. 
CD2AP: CD2-associated protein. 
D 
DI: diastolic Interval; intervalo diastólico. 
DM1: diabetes mellitus de tipo 1. 
DM2: diabetes mellitus de tipo 2. 
DN: dominant negative; dominante negativa. 
Duf: Dumbfounded. 
E 
ECV: enfermedad cardiovascular. 
EDD: end diastolic diameter; diámetro diastólico. 
ERC: enfermedad renal crónica. 
ESD: end systolic diameter; diámetro sistólico 
ESRD: end-stage renal disease; enfermedad renal en etapa terminal. 
F 
FG: filtrado glomerular. 
FS: Fractional Shortening; fracción de eyección. 
G 
GCNs: garland cell nephrocytes. 
GFP: green fluorescent protein. 
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GSFS: glomerulosclerosis focal y segmentaria. 
H 
HP: heart period; periodo cardiaco.  
I 
IC: insuficiencia cardiaca. 
K 
Kirre: Kin of irre. 
Klf15: Krüppel-Like factor 15. 
N 
ND: nephrocyte diaphragm; hendidura de filtración del nefrocito. 




PBS: phosphate buffered saline; tampón fosfato salino. 
PFA: paraformaldehído. 
PN: pericardial nephrocyte; nefrocito pericárdico. 
R 
RA: retinoic acid; ácido retinoico. 
Rph: Rabphilin. 
RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction; reacción de retrotranscripción en cadena 
de la polimerasa. 
S 
SD: Slit diaphragm. Hendidura de filtración del podocito.  
SI: systolic interval; intervalo sistólico. 
SOHA: Semi-automated optical heartbeat analysis. 
SRNS: steroid resistant nephrotic syndrome; síndrome nefrótico resistente a esteroides. 
Sns: Stick and Stones. 
STZ: streptozotocin. 
T 
TEM: Transmission Electron Microscopy; microscopía electrónica de transmisión. 
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U 
UAS: upstream activating sequence. 
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1. El sistema renal humano 
 
Los órganos encargados del proceso de filtración de sustancias tóxicas, moléculas y proteínas en 
humanos son los riñones1. Estos se sitúan en la parte baja de la espalda a ambos lados de la columna 
vertebral y tienen forma de judía. En el riñón se pueden distinguir dos partes, la corteza renal donde 
se encuentra aproximadamente el 75 % de los glomérulos y los túbulos proximales y distales (Figura 
1). Su función principal es la filtración, reabsorción y secreción de moléculas presentes en la 
sangre1,2. La otra parte del riñón es la médula que está formada por las pirámides renales, que son 
formaciones cónicas cuyo vértice se abre en cavidades en forma de copa llamadas cálices renales 
que convergen en el uréter (Figura 1)2. 
La nefrona, la unidad funcional del riñón, es el conjunto de glomérulo, cápsula y túbulos renales. Se 
estima que hay aproximadamente 1 millón de estas unidades funcionales en un riñón humano3. La 
mayor parte de las nefronas se encuentran en la zona cortical mientras que la porción del túbulo 
renal se encuentra en la médula renal (Figura 1)3.  
 
 
Figura 1. Ilustración del sistema renal humano. En el riñón se pueden distinguir dos partes: la médula y la 
corteza renal donde se encuentran los glomérulos. 
 
El glomérulo está formado por una red de capilares rodeada por una envoltura externa en forma de 
copa llamada cápsula de Bowman. Los capilares glomerulares son capilares fenestrados, tienen 
poros que permiten que los fluidos y moléculas pequeñas como iones y azúcares salgan de la sangre 
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y, que proteínas, células, complejos proteicos y lípidos que exceden el tamaño del poro, así como 
iones de calcio (Ca2+) sean retenidas y que no pasen el epitelio fenestrado3. 
 
 
Figura 2. Esquema del glomérulo renal humano. Las células endoteliales (en azul) forman el epitelio 
fenestrado que junto con la membrana basal glomerular y los podocitos (en amarillo) constituyen la barrera 
de filtración glomerular. Imagen tomada de kidneypathology.com 
 
Alrededor del capilar encontramos unas células altamente especializadas, llamadas podocitos, las 
cuales forman lo que se conoce como hendidura de filtración que constituye otra barrera de 
filtración de moléculas (Figura 2). Estas células forman un diafragma de filtración con unos poros de 
aproximadamente 40 nm de diámetro por los cuales pasan las moléculas que van a ser desechadas 
por la orina. Las principales proteínas que forman la hendidura de filtración son Nephrin y NEPH1, 
estas proteínas conforman el poro mediante interacciones homo- y heterotípicas (Figura 3). En 
conjunto, el epitelio, la membrana basal y la hendidura de filtración de los podocitos forman la 
barrera de filtración renal que es esencial para la función glomerular4 (Figura 2 y 3). La alteración de 




Figura 3. Esquema de la barrera de filtración renal. El endotelio fenestrado, la membrana basal (BM) y la 
hendidura de filtración forman la barrera de filtración renal. Nephrin y NEPH1 sellan el poro de la hendidura 
de filtración de 40 nm de diámetro que constituye una barrera selectiva de moléculas por su tamaño 
molecular. La BM es una barrera selectiva de moléculas dependiente de carga. 
 
2. La enfermedad renal 
 
La enfermedad renal es una de las enfermedades más prevalentes en la actualidad. 
Aproximadamente, el 10% de la población presenta fallo renal crónico y 70 millones de europeos 
padecen disfunción renal, por lo que presentan un alto riesgo en ser dependientes de diálisis o 
trasplante de riñón5; esto provoca una gran morbilidad y mortalidad en la población. Actualmente, 
cuando se padece una enfermedad renal crónica de estado avanzado, se recurre a un tratamiento 
de diálisis o trasplante, de ahí la necesidad de encontrar terapias y estudiar genes implicados y 
mecanismos que conllevan a la aparición y progresión de la enfermedad renal.  
La enfermedad renal crónica (ERC) se define como la disminución de la función renal, expresada por 
un FG < 60 ml/min/1.73 m2, o como la presencia de daño renal de forma persistente durante al 
menos 3 meses6. La presencia de ERC no solo implica tener una gran probabilidad de progresión a 
una enfermedad terminal sino también de poseer un elevado riesgo cardiovascular con 
consecuencias fatales7–9. Una vez establecida la ERC, esta es progresiva y el tratamiento solo logra 
enlentecer la progresión de la enfermedad, pero no revertirla. De ahí la necesidad de conocer 
mecanismos y rutas que permitan identificar marcadores implicados en el daño renal para así 
establecer acciones que permitan detener, enlentecer o revertir la progresión del daño renal y sus 
consecuencias. 
La aparición y desarrollo de la ERC puede ser debida a una lesión de las estructuras renales y células 
que forman parte del sistema renal como, por ejemplo, los podocitos10,11. Los podocitos, como se 
ha explicado anteriormente, son células altamente especializadas que recubren la membrana basal 
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y que constituyen la barrera de filtración de moléculas (Figura 2 y 3). La hendidura de filtración de 
estas células se forma mediante las interacciones entre las membranas de los podocitos adyacentes, 
lo que da lugar a una barrera formada por poros de 40 nm de diámetro que permite la filtración 
dependiente del tamaño de las moléculas12,13 (Figura 3). La principal lesión podocitaria implica una 
alteración del citoesqueleto de actina14–16, que implica la desestructuración y la desregulación de la 
función de filtración, dando como resultado el inicio de la proteinuria. La aparición de proteinuria 
es una de las características que define a la enfermedad renal, la presencia de ésta puede hacer que 
se acelere la progresión de un daño renal que conduce al fallo del órgano17, los mecanismos que 
conducen a este último resultado todavía son desconocidos. 
Con el daño a las estructuras del glomérulo, se producen cambios como, por ejemplo, la pérdida de 
la hendidura de filtración y la perturbación de rutas de señalización y vías metabólicas que resultan 
irreversibles18,19. Estos cambios acaban provocando la muerte celular, senescencia y 
desprendimiento de podocitos, que conduce a un fallo renal irreversible. Sin embargo, también 
existe desprendimiento de podocitos que no tiene que ir precedido de muerte celular, sino de un 
proceso de desdiferenciación, pudiéndose encontrar podocitos viables en la orina20. 
La aparición del daño en los podocitos y demás estructuras renales puede ser debida a diferentes 
causas como la diabetes21, hipertensión22,23, estado del sistema inmune24,25 y genéticas26–29. Siendo 
la diabetes y la hipertensión arterial las 2 causas más comunes y responsables de la mayoría de los 
casos de enfermedad renal crónica. Además de estas causas hay otras variantes causantes del fallo 
renal que todavía se desconocen. Las mutaciones o polimorfismos en genes específicos de los 
podocitos han recibido una alta atención por ser una de las grandes causas de aparición de fallo 
renal. Además, los distintos polimorfismos encontrados en estos genes podrían explicar la diferencia 
entre pacientes en cuanto a la progresión de la enfermedad renal. Un ejemplo de genes mutados 
serían ACE1, FRMD3 y SCL2A1 asociados con nefropatía diabética30,31, nefrina y podocina en el 
síndrome nefrótico27,32, o alfa-4-actinina33, MYH934,35 y TRPC-636 en la glomeruloesclerosis focal y 
segmentaria.  
 
3. El sistema excretor de Drosophila melanogaster 
 
La función del sistema excretor de los organismos multicelulares es fundamentalmente la misma; 
eliminar metabolitos y toxinas presentes en el sistema circulatorio y mantener la homeostasis de 
agua, el balance iónico y el ácido-base (regulación del pH)1,2. Para que el sistema excretor pueda 
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realizar todas sus funciones requiere de un sistema de filtración y un sistema de reabsorción que 
estén en contacto con los fluidos del organismo, en el caso de los vertebrados, en contacto con la 
sangre; en el caso de Drosophila con la hemolinfa37,38. 
Los órganos del sistema excretor de los vertebrados están formados por unas células altamente 
especializadas que se encargan de los procesos de filtración o ultrafiltración. Producen un filtrado 
primario, que es modificado por procesos de reabsorción en los túbulos epiteliales, hasta que es 
excretado con los productos tóxicos que estaban presentes en el organismo. En el caso de los 
organismos invertebrados, básicamente las funciones de filtración y reabsorción están ligadas a una 
misma célula, órgano o estructura3 (Figura 4). Este es el caso del organismo modelo que se ha 
utilizado en el presente trabajo, Drosophila melanogaster, cuyos nefrocitos son los encargados de 
filtrar y reabsorber las moléculas que circulan en la hemolinfa37,38 (Figura 4). 
El sistema excretor de Drosophila está formado por los nefrocitos y los túbulos de Malpighi (Figura 
4 A). Los nefrocitos se pueden distinguir por su localización en el animal; los de Garland39, 
binucleados, están situados alrededor del esófago y los nefrocitos pericárdicos que se sitúan a lo 
largo y a ambos lados del corazón tubular (Figura 4 A y B).  
 
Figura 4. Sistema excretor de 
Drosophila melanogaster. A. 
En azul se representan los 
túbulos de Malpighi de la 
larva de Drosophila. Los 
nefrocitos pericárdicos (PNs) 
se sitúan a lo largo del 
corazón y los nefrocitos de 
Garland (GNs) se localizan 
alrededor del esófago (oe) de 
la larva. B. Imagen confocal 
de nefrocitos pericárdicos (en 
verde) a lo largo del corazón 
(en rojo). C. Esquema de un nefrocito con las funciones que realiza: filtración, endocitosis, almacenamiento, 
procesamiento y secreción de moléculas presentes en la hemolinfa (esferas verdes). D. Representación de las 
estructuras celulares corticales de un nefrocito: membrana basal, hendidura de filtración y canales 
laberínticos. Se muestran las vesículas endocíticas y las diferentes clases de vacuolas. Imagen modificada de 




Los nefrocitos fueron descritos por primera vez por Kowalevsky41, el cual los denominó “storage 
kidneys” por su capacidad de secuestrar y almacenar moléculas presentes en la hemolinfa. En los 
años 60 se describió por primera vez la estructura de los nefrocitos42,43 y años más tarde Crossley et 
al.44 mostró más detalladamente las estructuras características de estas células y su función de 
filtración. 
Los nefrocitos pericárdicos derivan del mesodermo cardiaco embrionario, de ahí que también se 
denominen células pericárdicas. Durante el estadio larvario y adulto permanecen entre 30-40 
nefrocitos pericárdicos45,46 de 120 nefrocitos iniciales, es decir, solo el 25 % del número inicial de 
células permanecen en el adulto47,48. Todavía se desconoce a qué es debida está pérdida del número 
de nefrocitos. No obstante, se conoce que en la diferenciación, desarrollo y mantenimiento del 
nefrocito, se requiere del factor Krüppel-Like Factor 15, dKlf15. dKlf15 es el ortólogo del gen KFL15 
de mamíferos, que también juega un papel importante en el desarrollo y mantenimiento del 
podocito49–51. 
Aunque sabemos que los nefrocitos son importantes para la detoxificación de compuestos 
presentes en la hemolinfa se desconoce parte de sus funciones, ya que cuando se eliminan en 
moscas adultas, por la supresión de la función de dKlf15, la supervivencia de estas moscas no se ve 
comprometida, aunque sí la de las larvas. No obstante, cuando los nefrocitos están presentes pero 
no son funcionales, en las moscas adultas no sólo está comprometida la supervivencia en 
condiciones normales sino también en condiciones de estrés tóxico49. Estos descubrimientos 
sugieren que la función de los nefrocitos es más relevante en larvas que en adultos y que es más 
perjudicial la permanencia de nefrocitos defectuosos que su ausencia. Otros grupos mostraron que, 
aunque la supervivencia en moscas adultas no está comprometida por la falta de nefrocitos 
pericárdicos sí tiene consecuencias ya que, estas moscas presentan alteración de algunos 
parámetros cardiacos52. Esto indica la asociación del sistema renal con el sistema cardiaco en 
Drosophila al igual que ocurre en humanos. Es conocida la directa asociación entre el desarrollo de 
una enfermedad cardiovascular con el desarrollo y progresión de la enfermedad renal crónica y 
ambos pueden ser causa y consecuencia uno del otro53. 
Los nefrocitos son funcional, estructural y molecularmente muy similares a los podocitos de 
mamíferos y, por tanto, de humanos (Figura 5) 38,39,54,55. Una prueba más de esto es que ambos tipos 
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celulares responden de forma similar a tratamientos farmacológicos, por ejemplo, la administración 
de puromicina56 y protamina sulfato39 disgregan o destruyen la barrera de filtración. 
 
 
Figura 5. Los nefrocitos de Drosophila son funcional, estructural y molecularmente similares a los podocitos 
de mamíferos. Esquema del sistema excretor humano (A) y de Drosophila (B) y sus funciones. Representación 
de la barrera de filtración de mamíferos (C) y de Drosophila (D). sd y nd representan la hendidura de filtración 
de podocitos y nefrocitos, respectivamente. fp representa el citoesqueleto de las células y bm la membrana 
basal. Las flechas marcan la dirección del filtrado de las moléculas presentes en sangre o hemolinfa. Los 
asteriscos (*) representan el espacio urinario en C y el canal laberíntico en D. Imagen modificada de Simons 
M et al. 37. 
 
3.1.1 Función de los nefrocitos. 
 
A nivel funcional, los nefrocitos realizan procesos de filtración al igual que los podocitos, pero 
también se caracterizan por su función endocítica o de reabsorción, típica de las células del túbulo 
proximal de mamíferos. Así pues, los nefrocitos agrupan en una sola célula funciones que en 
mamíferos se realizan en tipos celulares físicamente separados (Figura 5). Los nefrocitos con su 
actividad filtradora y endocítica regulan la composición de la hemolinfa52 (Figura 4 y 5). 
A parte de la filtración de moléculas presentes en la hemolinfa; el nefrocito también detoxifica 
mediante procesos de endocitosis o reabsorción. Los nefrocitos son células con una alta actividad 
endocítica, por lo que han sido y son ampliamente utilizados para el estudio de la endocitosis57–61. 
Esta endocitosis ocurre mayoritariamente dentro de los canales laberínticos cuando las moléculas 
han sido filtradas a través de la hendidura de filtración del nefrocito, conocido como nephrocyte 
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diaphragm (ND). La otra parte de la endocitosis ocurre directamente a través de la membrana de la 
célula. Las moléculas endocitadas en los canales laberínticos son reconocidas por el complejo 
formado por las proteínas dCubilin (cubn) y dAnmnionless (AMN). Los homólogos de estas proteínas 
en humanos cubilin y AMN se localizan en las células del túbulo proximal y median la reabsorción 
de moléculas presentes en el fluido que está en el túbulo y que formará la orina62,63, es por esto por 
lo que el nefrocito también es considerado como modelo para el estudio y caracterización de 
enfermedades del túbulo proximal63,64. Las vesículas endocíticas con los cargos procedentes del 
canal laberíntico son almacenadas o metabolizadas en los lisosomas para su excreción o reciclado. 
No obstante, se desconoce el mecanismo de reconocimiento del cargo y su destino. Un compuesto 
que no puede ser destruido en los nefrocitos es almacenado intracelularmente, de forma que deja 
de ser tóxico ya que no está presente en la hemolinfa. 
Para determinar si hay alguna alteración en la función del nefrocito, es posible recurrir a la 
utilización de trazadores. Los trazadores son moléculas o proteínas fácilmente visibles que son 
filtradas o endocitadas y almacenadas por los nefrocitos. La elección de los trazadores depende de 
lo que se quiere estudiar en el nefrocito: filtración o endocitosis. Pues algunos trazadores son 
captados por el receptor Cubn, mientras que otros no necesitan del reconocimiento de éste65,66. 
Estos trazadores pueden ser expuestos a los nefrocitos mediante una estrategia ex vivo o usar una 
estrategia in vivo con proteínas endógenas marcadas con fluoróforos55. Moléculas de 
dextrano38,54,55, polímeros de carbono de diferente tamaño marcados con fluoróforos al igual que 
AgNO3 son ampliamente utilizados. También se utilizan derivados del GFP como el EMD que se 
expresan bajo el control de un promotor de un gen que codifica para una proteína secretable55, 
albumina39, avidina61, aglutinina de trigo57 y peroxidasa “Horseradish”, HRP44. 
Otras formas para determinar la funcionalidad de las células de forma indirecta son los ensayos de 
supervivencia. Estos ensayos se realizan en condiciones normales y en presencia de toxinas que tras 
ser ingeridas permanecen en la hemolinfa para ser captadas por los nefrocitos67. A pesar de ser 
ampliamente utilizados, estos estudios resultan difíciles de interpretar ya que, como se ha explicado 
antes, las moscas sin nefrocitos no tienen una vida media reducida con respecto a las moscas 
control. 
 
3.1.2 Estructura y morfología de los nefrocitos 
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A nivel estructural, los nefrocitos también poseen una alta similitud con los podocitos de mamíferos 
ya que ambos tipos celulares presentan una membrana basal que permite el paso de moléculas 
dependiendo de su tamaño y carga, excluyendo moléculas de alto peso molecular y/o con una alta 
carga negativa. También poseen hendiduras de filtración o poros de filtración (nephrocyte 
diaphragm, ND), de entre 30-40 nm de ancho (Figura 6). Estos poros permiten el paso de moléculas 
dependiendo de su tamaño, siendo el tamaño máximo de paso de aproximadamente 10-12 
nm38,40,44,54,68. Esto es bien conocido ya que partículas de dextrano de 10-kDa (10.6 nm de diámetro) 
pasan a través de esta hendidura mientras que moléculas de dextrano de 500-kDa (93 nm de 
diámetro) no consiguen pasar a través de este poro38. El tamaño límite para que una molécula 
consiga pasar a través de los poros o del ND (o hendidura de filtración del podocito, slit diaphragm, 
SD) en el caso de mamíferos, es para ambos tipos celulares de 70-kDa55. Las moléculas que son muy 
grandes y que no pasan a través del ND/SD no compiten por los receptores que hay en los canales 
laberínticos39. Las moléculas que logran ser filtradas a través de la hendidura de filtración pasan a 
unas estructuras formadas por invaginaciones de la membrana basal del nefrocito, los canales 
laberínticos. En estos canales las moléculas son endocitadas para su procesamiento (Figura 6). 
 
 
Figura 6. Comparación entre la barrera de 
filtración renal de Drosophila y humana. 
Los podocitos y los nefrocitos son 
estructuralmente muy similares. Ambos 
tipos celulares poseen un diafragma de 
filtración (ND en Drosophila y SD en 
humanos) de aproximadamente 40 nm de 
diámetro, formada por proteínas 
homólogas, una membrana basal y un 
espacio urinario o canal laberíntico donde 




Uno de los aspectos por los que se creía que se diferenciaban los nefrocitos y los podocitos es la 
polaridad que presentan estos últimos. Sin embargo, algunos estudios apuntan a que los nefrocitos 
también podrían tener polaridad apico-basal69. Esto se explica porque Crumbs, un marcador apical 
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de los podocitos se encuentra en la membrana de los canales laberínticos de los nefrocitos, mientras 
que las integrinas, marcadores de la parte basal de las células, se sitúan en los ND. Así pues, aunque 
los nefrocitos son células esféricas podrían tener una polaridad al igual que los podocitos. La 
conservación de este aspecto podría ser, al igual que en los podocitos, esencial para el 
mantenimiento de la función del nefrocito. 
Una de las técnicas complementaria a la observación y cuantificación de trazadores es el análisis 
con microscopía electrónica de transmisión (TEM). Las imágenes con TEM permiten conocer si las 
estructuras que están relacionadas con los procesos de filtración y endocitosis se conservan. Es fácil 
distinguir los ND/SD y los canales laberínticos. Las imágenes tomadas a gran aumento permiten 
medir incluso el tamaño del poro formado por sns/kirre o nephrin/Neph1 en Drosophila y 
mamíferos, respectivamente. No obstante, hay que tener en consideración que un corte no sea 
perpendicular ni tangencial a la superficie del nefrocito ya que puede dar resultados equívocos 
debido a que las estructuras, en esa orientación, no son fácilmente distinguibles5. 
 
3.1.3 Características moleculares de los nefrocitos 
 
A nivel molecular, múltiples genes específicos de nefrocitos y sus proteínas presentan alta 
homología con las proteínas humanas (Tabla 1). Así pues, los genes que codifican para las proteínas 
que forman parte de la hendidura de filtración en el nefrocito, Stick-and-stones (Sns) y Kirre o 
Dumbfounded (Duf), proteínas que pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas, poseen 
una alta homología con las proteínas humanas Nephrin (codificada por el gen NPHS1) y NEPH1 
(codificada por el gen KIRREL), respectivamente. Los dominios extracelulares de estas proteínas 
forman interacciones homotípicas y heterotípicas para dar lugar al poro del nefrocito o del podocito, 
conocido también como hendidura de filtración. Alteraciones en estos genes, que tienen como 
consecuencia la ausencia de estas interacciones, dan lugar a enfermedades en humanos en las 
cuales los SD están ausentes y por consiguiente se pierde la función de filtración de las células27,38. 
Esto ocurre, por ejemplo, en la enfermedad NPHS1 (nefrosis), la cual se caracteriza por la aparición 
de proteinuria y progreso a un fallo renal que conlleva finalmente a la muerte. Nephrin y NEPH1 
interaccionan por sus dominios intracelulares con otras proteínas, CD2-associated protein 
(CD2AP)70,71 y con zonula occludens-1 (ZO-1)72, los ortólogos de Cindr y pyd en Drosophila, 
respectivamente. Otra de las proteínas que interacciona con las anteriores es podocin (o NPHS2), el 
ortólogo Mec2 en Drosophila, involucrada en la formación de microdominios en la membrana32,73. 
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Así pues, la gran homología de las proteínas y sus interacciones entre el podocito humano y el 
nefrocito en Drosophila, explica la gran similitud funcional entre ambos tipos celulares y permite 
usar a la mosca como modelo para el estudio de múltiples enfermedades renales. 
 
Gen humano Ortólogo de 
Drosophila 
Función Localización celular Patología 
Renal 
NPHS1 Sns Filtración Hendidura de 
filtración 
SRNS 
NPHS2 Mec2 𝐿𝑖𝑛𝑘𝑒𝑟  SRNS 
CD2AP Cindr Adaptador  SRNS 
PTPRO Ptp10D receptor  SRNS 
TRPC6 Trpgamma Canal de calcio  SRNS 
MYH9 Zip Miosina motora Citoesqueleto de 
actina 
SRNS 
MYO1E Myo61F   SRNS 
ACTN4 Actn Organización actina  SRNS 
INF2 Form3   SRNS 
SYNPO CG1674   NS 
ANLN Scra   SRNS 
KANK1 Kank Regulación actina  SRNS 
KANK2    SRNS 
KANK4    SRNS 
ARHGAP24 RhoGAP92B Señalización  SRNS 
ARHGDIA RhoGDI   SRNS 
LMX1B CG32105 Factor de transcripción Núcleo SRNS 
SMARCAL1 Marcal1   SRNS 
PAX2 Sv   NS 
ESF3 E2f   NS 
NXF5 Sbr Exportación RNA  NS 
ZMPSTE24 Ste24s Procesamiento lamina A  NS 
LMNA Lam Lamina  NS 
CUBN Cubn Endocitosis Membrana 
plasmática 
IGS 
AMN Amn   IGS 
SCARB2 Emp Proteólisis Lisosoma SRNS 
PMM2 CG10688 Glicosilación Citosol NS 
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ALG1 CG18012  Retículo 
endoplasmático 
NS 
COQ2 Coq2 Síntesis coenzima Q Mitocondria SRNS 
COQ6 CG7277   SRNS 
PDSS2 CG10585   SRNS 
ADCK4 CG32649   SRNS 
GPC5 Dally Señalización Membrana 
plasmática 
NS 
ITGA3 Mew Adhesión  SRNS 
ITGB4 Mys   SRNS 
CD151 Tsp74F   NS 





COL4A3 Col4a1   Alport 
COL4A4    Alport 
COLA5    Alport 
 
Tabla 1. Genes humanos específicos del sistema renal y los ortólogos de Drosophila implicados en 
enfermedades renales. Tabla modificada de Fu Y et al.67 
 
3.2 Túbulos de Malpighi 
 
Los túbulos de Malpighi están formados por un epitelio de una sola capa de células. Podemos 
encontrar un tipo de células con una gran actividad de reabsorción en la parte más proximal del 
túbulo; y unas células denominadas secretoras que a su vez se dividen en dos tipos de células: las 
principales y las células estelares (Figura 7). Estas células secretoras se sitúan en la parte más distal 
del túbulo. Las células principales transportan cationes hacia el lumen y las células estelares median 
el movimiento del agua a través de acuaporinas y canales iónicos (Cl-)74–77. Estas estructuras son 
utilizadas como modelo para el estudio de enfermedades renales como la nefrolitiasis, que se 
caracteriza por la aparición de trozos de material sólido de fosfato y carbonato cálcico o úricas 
dentro del riñón. 
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Figura 7. Imagen y esquema representativo de parte de los 
túbulos de Malpighi. Las células de color naranja representan las 
células principales, encargadas de transportar cationes hacia el 
lumen, y las células de color verde representan las células 
estelares, que median el movimiento de agua hacia el lumen. 









4. Sistemas modelo para el estudio de enfermedades renales: Drosophila melanogaster. 
 
Las alteraciones en el glomérulo son la causa más habitual o común que acaba provocando una 
enfermedad renal. La gran cantidad de perturbaciones que pueden afectar primariamente al 
glomérulo hace que sea difícil encontrar una terapia para todas las glomerulopatías. Por ello, se 
necesitan sistemas modelo para estudiar con más profundidad los aspectos que engloban a las 
causas de la enfermedad renal. 
El ratón es el sistema modelo más empleado actualmente. No obstante, tiene una serie de 
limitaciones como son el elevado coste, la velocidad en la obtención de resultados y las políticas de 
bienestar animal y éticas. También se utilizan líneas de cultivo de podocitos. El principal problema 
del cultivo de podocitos es que éstos en condiciones in vitro no llegan a formar la estructura 
característica que poseen in vivo, es decir, no pueden formar las hendiduras de filtración79. Zebrafish 
es otra opción para el estudio de las enfermedades renales ya que posee un glomérulo primitivo, 
pero la falta de tecnología y herramientas para el estudio en este animal modelo hace 
imprescindible buscar otros sistemas como Drosophila. 
Drosophila melanogaster, aparte de las grandes similitudes que comparte con los podocitos, 
explicados anteriormente; presenta otro tipo de ventajas como: tiempos de generación cortos, bajo 
coste económico y alta progenie. Esto le da al modelo gran importancia en el campo de la 
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investigación de enfermedades renales. Además, los nefrocitos también comparten función con las 
células del túbulo proximal de mamíferos como es la reabsorción/endocitosis y expresan genes 
homólogos como Cubilin y Amnionless. Por ello, los nefrocitos no son solo modelo para el estudio 
de alteraciones podocitarias80,81. 
 
4.1 Los nefrocitos de Drosophila como modelo para el estudio de enfermedades renales. 
 
Drosophila melanogaster comparte el 70 % de los genes humanos82. Esta similitud de genes entre 
las dos especies permite usar a la mosca como modelo para el estudio de enfermedades genéticas 
humanas. 
Para el estudio de ciertos genes que podrían o están implicados en la aparición y/o desarrollo de la 
enfermedad renal crónica, se pueden emplear distintas técnicas que permiten crear modelos con 
ganancia o pérdida de función del determinado gen o construcción; estos procedimientos son: 
expresión de RNAi de genes candidatos, obtención de individuos con alelos nulos y la nueva 
tecnología CRIPR/Cas9. Para la expresión dirigida, en los nefrocitos, de genes o construcciones de 
interés, se utiliza el sistema Gal4/UAS.  
El sistema Gal4/UAS permite expresar un gen o construcción de una manera dirigida en el espacio 
y en el tiempo. Por un lado, se genera una línea de Drosophila que contiene el transgén que se 
quiere expresar clonado aguas abajo de la secuencia UAS (upstream activation sequence), diana del 
factor de transcripción Gal4. Por otro lado, tenemos una línea que expresa bajo el promotor de un 
gen, de un tejido u órgano específico, el factor de transcripción Gal4. Al cruzar ambas líneas, Gal4, 
que sólo se expresa en el tejido de interés, se une a la secuencia UAS activando la expresión del 
constructo (Figura 8)83,84. 
Las líneas Gal4 que más se utilizan para el estudio de enfermedades renales son: Dorothy-Gal485,86, 
sns-GCN-Gal454 y Hand-Gal487,88. 
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Figura 8. Esquema representativo de la expresión de un transgén de interés mediante el sistema GAL4/UAS. 
Figura modificada de Muqit M 200289. 
 
4.1.1 Ejemplos de enfermedades renales estudiadas en Drosophila melanogaster 
 
En humanos, una mutación en un solo gen puede provocar la aparición, desarrollo y progresión de 
una enfermedad renal. Un ejemplo de ello es el síndrome nefrótico resistente a esteroides (en inglés 
Steroid-resistant nephrotic syndrome, SRNS)90,91 en el que la mutación de un solo gen es la causa de 
aproximadamente el 30 % de los casos90,92,93. Hasta ahora, más de 50 genes están descritos como la 
causa de síndromes nefróticos monogénicos. Algunos de estos genes son KANK94, ARHGDIA95, 
ADCK496, SGPL197, Coq239,98,99 y CUBN80. De estos genes se pueden encontrar homólogos en 
Drosophila por lo que se pueden estudiar los mecanismos de patologías renales causadas por éstos. 
Se ha demostrado que es posible usar a la mosca como modelo para el estudio de la nefropatía 
diabética. El modelo se consigue mediante la administración de una dieta hiperglucémica100 durante 
un tiempo determinado. En el estudio que llevó a cabo Na J. et al 2015 con este modelo, se observó 
una disminución de la cantidad de proteína Sns, el ortólogo de Nephrin, que conlleva a una pérdida 
en la función filtradora del nefrocito. Este proceso ocurre de forma similar en los podocitos de 
pacientes diabéticos, lo que sugiere que ambos sistemas comparten mecanismos similares o al 
menos, algunas consecuencias. Además, estos resultados se validaron también en un modelo 
murino para esta enfermedad100 lo que apoya el modelo en la mosca. 
En cuando a las nefropatías asociadas a APOL-1, la falta de homología entre el gen APOL-1 humano 
y el mismo gen en los sistemas modelo dificulta el estudio de esta nefropatía. No obstante, cuando 
el alelo mutado humano es expresado en los nefrocitos de Drosophila, éstos presentan la disfunción 
característica de la enfermedad85,86. Estos resultados se validaron también en un modelo murino101. 
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Los componentes de la membrana basal de los nefrocitos y los podocitos son sintetizados por las 
propias células. Así que, se cree que las proteínas de la hendidura de filtración, Sns y Kirre o Nephrin 
y Neph1, en Drosophila y mamíferos respectivamente, pueden regular directa o indirectamente la 
composición de la membrana basal37. Mutaciones en genes como alfa-4-actinina33, TRPC-636 y 
MYH934 también se han asociado con la glomeruloesclerosis focal y segmentaria (GSFS). La 
modificación de estos genes en Drosophila han permitido que ésta sea utilizada también como 
modelo para el estudio de la GSFS. 
Por otra parte, los túbulos de Malpighi también se han utilizado como modelo para el estudio de 
enfermedades renales como nefrolitiasis102,103 y enfermedad del riñón poliquístico104,105. 
 
5. El complejo Rabphilin-Rab en el sistema renal de mamíferos y Drosophila 
 
Como se ha comentado en apartados anteriores, mutaciones genéticas de genes específicos tienen 
un efecto directo en la filtración del podocito o en la reabsorción por parte de las células del túbulo 
proximal, esto tiene como consecuencia, entre otras cosas, la aparición de proteinuria, que es 
característico de la enfermedad renal y que puede desencadenar fallo renal55,67,106–108.  
Uno de estos genes que podría tener un papel importante en la función renal es Rabphilin-3A (Rph-
3A)109. Hasta la fecha, se ha descrito que en humanos, el gen Rph-3A codifica para una proteína cuya 
expresión se restringe a neuronas y podocitos110–113. En podocitos, aunque no ha sido ampliamente 
estudiada, se conoce que se sitúa alrededor de las vesículas que se encuentran cerca de la zona de 
filtración, lo que sugiere su implicación en este proceso110. 
Rph-3A es uno de los efectores de la familia de proteínas Rab. En sistema nervioso, los complejos 
formados por Rph-3A y las Rabs están implicados en reacciones de fusión y transporte vesicular, es 
decir, participa en la endocitosis y la exocitosis113,114 (Figura 9). Las proteínas Rab, pertenecen a una 
gran familia de pequeñas GTPasas, regulan, coordinan y organizan el tráfico vesicular intracelular115–
117. Estas proteínas Rab median la selección de cargo, la formación, el movimiento, la liberación de 
vesículas y su unión con la membrana celular (Figura 10). Estas funciones se realizan mediante la 
unión a los distintos efectores, uno de ellos Rph. Así pues, las proteínas Rab ejercen su función tanto 
en las rutas endocíticas, transcíticas como exocíticas (Figura 10). El podocito, una célula altamente 
especializada y que presenta polaridad, necesita de un correcto transporte intracelular de vesículas 




Figura 9. Infografía del papel del complejo Rab3a-Rph-3A en el sistema nervioso. Rabphilin-3A se une a la 
forma activa de Rab3A de las vesículas sinápticas (SV) para intervernir en la exocitosis, a la hendidura sináptica, 
del neurotransmisor. Figura modificada de Südhof114. 
 
La parte NH2-terminal de Rph-3A interacciona con la alfa-actinina, una proteína del citoesqueleto, 
y promueve la formación y organización de los filamentos de actina. Este dominio podría 
proporcionar un enlace entre la vesícula sináptica y el citoesqueleto que es necesario para la 
endocitosis113,120. La parte COOH-terminal de Rph-3A contiene dos dominios C2 los cuales 
interaccionan con iones de calcio y con la beta-adduccin113 Curiosamente, las proteínas del 
citoesqueleto mencionadas anteriormente son necesarias para la integridad del podocito y su 
homeostasis. Además, se conoce que el patrón de expresión de Rph-3A se encuentra alterado en 
enfermedades proteinuricas de ratón y humano, lo que sugiere que Rph tiene un papel importante 
en la aparición y progresión de las glomerulopatías110. Además, un estudio posterior de este mismo 
grupo estableció la presencia del sistema Rab3a-Rph-3A sólo en glomérulos maduros o en líneas 
diferenciadas de podocitos de ratón sugiriendo este sistema como necesario para la maduración del 
glomérulo121. Una prueba más de esto se da en ratones knock-out para Rab3a en los que la vía de 
señalización del glutamato-Rab3a en los podocitos es relevante para la integridad de la barrera de 
filtración ya que una desregulación de esta vía produce cambios en los podocitos favoreciendo un 
aumento en la excreción de albumina en orina121. Sin embargo, el papel de la Rph en el sistema renal 
sigue siendo desconocido.  
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Otra prueba que demuestra la posible implicación del gen Rph en el sistema renal es el estudio 
llevado a cabo en Marracheli V et al 2014109. En este estudio, mediante un análisis genómico y 
metabolómico se identificó que el genotipo TT del SNP rs10492025 del gen de Rph-3A está asociado 
a un incremento del riesgo de la excreción urinaria de albumina en una población general, 
independientemente de otros posibles factores que pueden influenciar en el riesgo de excreción 
urinaria de albúmina. Además, un estudio anterior ya había mostrado la asociación del mismo SNP 
con la presencia de albumina en orina en la cohorte de Framingham122. 
Hay evidencias de que las proteínas Rab también están implicadas en funciones del sistema renal. 
Un estudio del grupo de Mundel mostró como el transporte vesicular está asociado directamente a 
la correcta formación de los procesos podocitarios, donde una de las proteínas asociadas es la Rab 
8123. Además, Cormont y colaboradores describieron como la Rab 4 interactuaba con la proteína 
CD2AP (molécula que forma parte de la hendidura de filtración del podocito), favoreciendo su 
localización hasta la membrana celular118. Por último, el grupo de Torban estableció como las vías 
que controlan la polaridad celular del podocito, controlan a su vez el reciclaje de Nephrin, una de 
las proteínas implicadas en esto es la Rab 5, en la que una mayor internalización de Nephrin 




Figura 10. Ilustración de las distintas proteínas Rab GTPasas con sus funciones y su localización en una célula 
humana. CCV: vesícula de clatrina, GAP: GTPasa activating protien, GDF; GDI dissociation factor, GDI: GDP 
dissociaton inhibitor, GGT: geranylgeranyltransferase, GDP: guanosine diphosphate, GEF: guanine nucleotide 
exchange factor, GTP: guanosine triphosphate, IFT: intraflagellar transport, M6P: mannose 6-phosphate, 
M6PR: cation-independent mannose6-phosphate receptor, MPC: motor protein complex, Rab: Ras-related in 
brain, REP: Rab escort protein, RILP: Rab interacting lysosomal proteins, SNARE: soluble NSF attachment 
receptor, TIP47: tail-interacting protein 47kD. Imagen tomada y modificada de Schwartz et al. 2008115.  
 
Estos resultados muestran cómo la endocitosis juega un papel muy importante en el desarrollo y 
mantenimiento del estado funcional del podocito, por ejemplo, regulando la internalización y 
reciclado de proteínas de la hendidura de filtración como nephrin y podocin124.  
La exocitosis también es una vía de transporte vesicular relevante en el podocito, y varios estudios 
han mostrado como están involucradas en el reciclaje de los componentes de la hendidura de 
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filtración125–127, por lo que alteraciones en esta vía podrían contribuir a la patogénesis de la 
proteinuria. Sin embargo, muchos de los mecanismos que regulan este transporte vesicular en 
podocitos permanecen sin aclarar. 
La escasa accesibilidad a los podocitos dificulta el estudio in vivo de los genes que pueden estar 
relacionados con su lesión. Igualmente, la falta de formación de la hendidura de filtración en los 
podocitos en cultivo in vitro, hace necesario emplear modelos experimentales que puedan elucidar 
el papel de las proteínas Rab y sus efectores en el sistema renal. Un modelo adecuado es Drosophila 
melanogaster. 
Los nefrocitos, las células homológas a los podocitos de mamíferos, también son células con una 
alta actividad endocítica que requieren de un adecuado transporte vesicular intracelular para 
realizar correctamente sus funciones. Se ha comprobado recientemente que una gran cantidad de 
proteínas Rab se encuentran expresadas en los nefrocitos de Drosophila y que cumplen un papel 
esencial en los procesos de filtración y endocitosis. En concreto, Fu Y et al. 2017128 encontró que 11 
de las 27 proteínas Rab que se encuentran en Drosophila son necesarias para el funcionamiento de 
los nefrocitos, siendo las Rab 1, 5, 7, 11 y 35 las que mayor impacto tuvieron al silenciar su expresión 
en la célula. Encontraron que Rab 5 es clave en la regulación de la endocitosis128, Rab 760,128,129 
participa en el tráfico vesicular que lleva a la degradación del cargo y Rab 11 interviene en el reciclaje 
de vesículas128. Asimismo, el silenciamiento de estos genes provoca una alteración en la 
organización vesicular y en la integridad de estructuras celulares necesarias para el mantenimiento 
de la filtración y la reabsorción. Estos resultados muestran la asociación de las proteínas Rab en el 
mantenimiento, función e integridad de los nefrocitos de Drosophila melanogaster. 
El papel de las proteínas Rab y Rph en el sistema renal y su función en la regulación y coordinación 
del tráfico vesicular, clave para la funcionalidad glomerular, proporciona una nueva vía para el 
entendimiento de mecanismos implicados en las enfermedades renales así como para la búsqueda 
de nuevas dianas terapéuticas.  
 
6. Relación entre la enfermedad renal y la cardiovascular 
 
El corazón y los riñones interactúan de una manera compleja y bidireccional para influir el uno sobre 
el otro. Esta asociación o relación entre los dos sistemas fue descrita por primera vez por Bright et 
al. en 1836130. No obstante, se desconoce si un órgano es el principal causante de la disfunción en 
el otro órgano o si ambos están afectados en paralelo por mecanismos similares.  
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La insuficiencia cardiaca contribuye enormemente a la morbilidad y mortalidad de los pacientes con 
enfermedad renal crónica (ERC) y enfermedad renal en etapa terminal (ESRD); siendo una de las 
principales causas de emergencia y hospitalización de los pacientes, repercutiendo negativamente 
en la calidad de vida de éstos. 
Se conoce que la disfunción renal puede aumentar el riesgo de sufrir una enfermedad cardiovascular 
de 2 a 4 veces131. Además, se ha descrito que más del 50% de las muertes de pacientes con ERC son 
a causa de una enfermedad cardiovascular132 y que aproximadamente, el 30 % de estos pacientes 
presentan insuficiencia cardiaca 133. En pacientes con tratamiento de diálisis, la muerte por 
enfermedad cardiovascular representa más del 50% de los casos133. Esto convierte a la enfermedad 
cardiovascular en la causa de muerte más común en los pacientes con enfermedades renales133,134. 
Así pues, los individuos con ERC son más propensos a morir por una enfermedad cardiovascular que 
a desarrollar un fallo renal133,135. Dentro de las enfermedades cardiovasculares encontramos; infarto 
de miocardio, insuficiencia cardiaca, accidentes cerebrovasculares, enfermedad vascular periférica, 
hipertensión arterial, aneurismas y muerte cardiaca súbita, entre otras. 
La interacción bidireccional entre el corazón y los riñones favorece que la insuficiencia cardiaca 
tenga un impacto en el desarrollo y progresión de la enfermedad renal, varios estudios muestran 
como el empeoramiento de la insuficiencia cardiaca está asociado con una pérdida de la función 
renal136, estos estudios muestran que una ratio de filtrado glomerular (eGFR) baja y un elevado nivel 
de albuminuria están asociados con una mayor incidencia de enfermedades cardiovasculares. Se 
estima que la prevalencia de padecer ERC entre las personas con insuficiencia cardiaca es del 40%137.  
Hay múltiples mecanismos diferentes que contribuyen a la aparición y desarrollo de la insuficiencia 
cardiaca y disfunción renal. Se conoce que las alteraciones metabólicas, nutricionales, 
hemodinámicas, hormonales y un estado inflamatorio que se dan en las nefropatías afectan 
también al sistema cardiovascular. 
Los factores de riesgo de la insuficiencia cardiaca son también los factores de riesgo para el 
desarrollo de la enfermedad renal. Estos factores comunes son: la edad, la hipertensión, 
tabaquismo, obesidad, diabetes y dislipemia132,138,139. Estudios de meta-análisis han demostrado que 
la disfunción renal debería ser considerada un factor de riesgo independiente para el desarrollo de 
las enfermedades cardiovasculares8. Lograr revertir los factores de riesgo modificables podría 
ayudar a disminuir la mortalidad en pacientes con ERC. A pesar de que se conoce bien la 
contribución de los factores de riesgo en la aparición y desarrollo de la disfunción cardiaca y la renal, 
aspectos en la progresión de estas enfermedades difieren entre los pacientes con insuficiencia 
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cardiaca y renal. Factores o mecanismos todavía desconocidos podrían explicar estas diferencias 
patofisiológicas entre los pacientes. Por ello, es necesario abordar investigaciones en este sentido. 
Un mejor entendimiento de nuevas rutas involucradas en pacientes con fallo renal crónico y con 
insuficiencia cardiaca permitiría un mejor diagnóstico, prevención y tratamiento de estas 
enfermedades. 
Los cardiomiocitos y los podocitos, células específicas del sistema cardiaco y el excretor, 
respectivamente, son células altamente especializadas que necesitan de mecanismos que regulan 
el tráfico subcelular de proteínas para mantener un correcto estado de homeostasis, crecimiento y 
funcionamiento. El tráfico vesicular de las células de ambos sistemas está regulado por las proteínas 
Rab GTPasas. Como se ha descrito anteriormente, las proteínas Rab median el transporte vesicular, 
tanto exocitosis como endocitosis. Se ha comprobado que la alteración en la expresión de estas 
proteínas Rab, como la Rab1, Rab3 y la Rab27, causa alteraciones en la estructura y la función de los 
cardiomiocitos140,141 y de los podocitos110,127,129. La necesidad de un equilibrio en el tráfico vesicular 
por parte de las proteínas Rab en ambos tipos celulares podría explicar la afectación simultánea de 
estos sistemas y la relación que hay entre ambos. Esto convierte a las proteínas Rab y a sus efectores 
en un tema de especial interés de estudio.  
Diversos estudios muestran que el modelo de Drosophila es adecuado para elucidar la relación entre 
el sistema cardiaco y el excretor ya que permite dirigir, mediante el sistema Gal4/UAS, la expresión 
de una alteración específica a uno o varios tejidos concretos, y así estudiar el efecto en otro sistema. 
En la mosca, uno de los órganos que se ve afectados, a parte de los nefrocitos, cuando éstos no 
ejercen eficientemente su función, es el corazón. Se ha observado que la alteración en la 
composición de la hemolinfa, debido a una disfunción del sistema excretor, causa cardiomiopatía 
en las moscas52. Varios estudios han utilizado los nefrocitos de Drosophila como modelo funcional 
para la validación de genes que se han visto implicados en la aparición y desarrollo de enfermedades 
renales que afectan al sistema cardiaco y viceversa 91,94. 
 
7. La nefropatía diabética 
 
Aproximadamente, el 40 % de los pacientes diabéticos desarrollan una patología renal causada por 
la presencia de hiperglucemia. Concretamente, el 30 % de los pacientes con diabetes mellitus de 
tipo 1 (DM1) y el 40 % de los pacientes con diabetes mellitus de tipo 2 (DM2) presentan nefropatía 
diabética142,143. Teniendo en cuenta que un 8-10 % de la población sufre diabetes144, el número de 
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personas afectadas por nefropatía diabética es alarmante. Así pues, la gran cantidad de pacientes 
diabéticos convierte a la nefropatía diabética en la causa más frecuente de ESRD en la mayoría de 
los países. Además, la nefropatía diabética está asociada a un incremento en el riesgo de sufrir 
enfermedades cardiovasculares como insuficiencia cardiaca145. 
Los dos mayores factores de riesgo para la aparición y progresión de la nefropatía diabética son la 
hiperglucemia y la hipertensión146. Aunque hay otros factores que también influyen como son: la 
edad, el sexo, la raza, el perfil genético, la obesidad y hábitos como el tabaco147,148. Estudios de meta-
análisis han identificado mutaciones y polimorfismos en varios genes que estarían asociados con la 
nefropatía diabética147. Estos genes son: ACE, ALR2, APOC1, APOE, EPO, eNOS, HSPG2, VEGF, 
FRMD3, CARS, UNC13B, CPUL/CHN2, GREM1, ELMO1, CCR5, CNDP1, ADIPOQ, PAI-1, TGFβ1 y PPARγ. 
La nefropatía diabética se caracteriza por los cambios estructurales y funcionales que se dan en 
múltiples compartimentos y células que constituyen el riñón. La membrana basal del glomérulo y 
de los capilares se engrosan, se pierde el endotelio fenestrado, se expande la matriz mesangial, se 
observan formaciones de lesiones nodulares en el glomérulo conocidas como nódulos Kimmelstiel-
Wilson149, hay una reducción en el número de podocitos y una pérdida de la hendidura de filtración 
de éstos. Estos cambios estructurales repercuten a nivel funcional y favorecen que aparezca la 
hiperfiltración glomerular y aumento de la excreción de albúmina, usado como principal 
biomarcador para el diagnóstico de nefropatía diabética en los pacientes diabéticos, lo cual se 
traduce en proteinuria y en una disminución del filtrado glomerular148 (Figura 11). 
 
 
Figura 11. Esquema de un glomérulo humano normal (A) y los cambios estructurales de un glomérulo de un 
paciente con diabetes mellitus (B). Los cambios que se observan cuando hay presencia de hiperglucemia son: 
engrosamiento de la membrana basal, pérdida de la hendidura de filtración y del número de podocitos y 
expansión de la matriz mesangial. Imagen modificada de Alicic et al. 2017148. 
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Los cambios estructurales entre los pacientes con DM1 y DM2 son muy similares, aunque son más 
heterogéneos y menos predecibles en los pacientes con DM2150. 
Se sabe que la hiperfiltración glomerular es una consecuencia derivada de la diabetes. Sin embargo, 
los mecanismos que la desencadenan se conocen poco. Un mecanismo posible de esta condición es 
la elevada reabsorción de glucosa en el túbulo proximal vía el cotransportador 2 de sodio-glucosa, 
lo cual disminuye el paso de solutos, como el NaCl, a la mácula densa. Esto puede dar como 
resultado la dilatación de la arteriola aferente y así aumentar la perfusión glomerular. Además, los 
niveles de angiotensina II aumentan en la arteriola eferente lo que conduce a una vasoconstricción 
y producción de moléculas proinflamatorias y profibróticas. Por tanto, en conjunto se produce un 
aumento de la presión intraglomerular147,148. 
Para elucidar los mecanismos que subyacen a la nefropatía diabética y explorar nuevos tratamientos 
que puedan parar o revertir la progresión de ésta se han utilizado distintos animales modelo. La 
gran mayoría de los estudios se realizan con modelos murinos.  
El subcomité de nefropatía de Animal Models of Diabetic Complications Consortium (AMDCC) 
publicó los criterios para que un modelo animal sea considerado como modelo adecuado para el 
estudio de la nefropatía diabética. Estas características son: tener más del 50 % de pérdida de la 
función renal, tener niveles 10 veces superiores de albuminuria que controles y poseer las 
características histológicas de la patología como expansión de la matriz mesangial, engrosamiento 
de la membrana basal glomerular, hialinosis arterial y fibrosis tubulointersticial151. En la actualidad, 
no existe ningún modelo que cumpla todas las características descritas anteriormente. No obstante, 
hay modelos animales que desarrollan parte de las características y que ayudan a entender algunos 
aspectos de la enfermedad. 
Existen modelos para el estudio de la nefropatía diabética derivada tanto de la DM1 como de la 
DM2. Los animales modelo murinos con DM1 se pueden obtener mediante la inducción de 
hiperglucemia, con la administración de toxinas como streptozotocina (STZ), que es tóxico para las 
células β del páncreas y crea una deficiencia absoluta de insulina, o bien por mutaciones o 
deleciones de genes específicos implicados en la enfermedad152,153.  
En cuanto a los modelos genéticos para el estudio de la DM1, encontramos al ratón mutante Akita, 
el cual presenta una mutación en el gen Ins2 que se traduce en una insulina aberrante que resulta 
tóxica para las células β del páncreas. Otro ratón modelo es OVE26FVB que sobre-expresa 
calmodulina en las células β del páncreas, lo que resulta en una deficiencia en producción de insulina 
y aparición de DM1152–154. 
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Para el estudio de la nefropatía diabética causada por la DM2 se usan líneas modificadas 
genéticamente; éstos presentan modificaciones en la función de leptina, como los ratones ob/ob, 
db/db o las ratas Zucker. Otro modelo que muestra características de nefropatía diabética es la línea 
de ratón que presenta deficiencia funcional para eNOS155–157. Un modelo alternativo para el estudio 
de este tipo de nefropatía diabética se consigue alimentando ratones con una dieta alta en grasas. 
Estos ratones los niveles altos de lípidos sistémicos (lipotoxicidad) pueden desencadenar cambios a 
nivel renal que pueden ser confundidos con los cambios provocados por la hiperglucemia158.  
Las ratas también se han usado para modelizar la enfermedad ya que presentan algunas ventajas 
con respecto a los ratones. Su mayor tamaño permite la fácil monitorización de la fisiología renal y 
accesibilidad a mayor cantidad de tejido para el análisis. Además, las ratas son más susceptibles a 
padecer problemas cardiovasculares incluyendo la hipertensión. Sin embargo, las ratas tratadas con 
STZ presentan cambios renales menos severos que los ratones tratados con STZ, es por esto que se 
utilizan con menos frecuencia153. 
A pesar de que hay un gran número de roedores que sirven como modelo para el estudio de la 
nefropatía debida a la diabetes, tanto de tipo 1 como de tipo 2; ninguno de estos modelos logra 
presentar todas las características histopatológicas de la nefropatía diabética que se dan en 
humanos9,151. Esto podría explicar por qué terapias que funcionan en los modelos son menos 
efectivas en pacientes con nefropatía diabética.  
Otros animales modelo que se han usado son el perro y el cerdo. Los perros, con la administración 
de alloxan desarrollan lesiones glomerulares159. Los cerdos que también presentan lesiones 
glomerulares se han empleado para la búsqueda de agentes terapéuticos160. A pesar de mostrar 
características similares de pacientes con nefropatía diabética, estos animales no muestran 
características de la enfermedad en etapa avanzada como fibrosis tubulointersticial y pérdida de la 
función renal. 
Los organismos invertebrados como Drosophila melanogaster y Zebrafish también se han utilizado 
por sus múltiples ventajas descritas anteriormente. En Zebrafish se puede conseguir el modelo 
diabético por la administración de STZ161,162. En Drosophila se consigue un modelo de nefropatía 
diabética (con DM tipo 2) mediante la administración de una dieta rica en azúcar, éste desarrolla 
características propias de la enfermedad que incluyen hiperglucemia, hiperlipidemia, resistencia a 
la insulina y cardiomiopatía. En este modelo se observa una disfunción de los nefrocitos, célula 
análoga al podocito de mamíferos, y cambios en la expresión de genes específicos del tejido, como 
Sns (ortólogo de Nephrin), al igual que en humanos con nefropatía diabética100. Esta disminución de 
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la expresión de Sns por los altos niveles de azúcar en el organismo, se debe a la regulación 
transcripcional mediante una ruta que incluye a Knot, el ortólogo de EBF2. Además, la morfología y 
la función de los nefrocitos de estas moscas se vio afectada. Drosophila también puede ser modelo 
de DM tipo 1 para el estudio de la nefropatía diabética en este caso. La mosca presenta un total de 
8 péptidos de tipo insulina (insulin-like peptides) y un receptor para éstos denominado DInR o InR. 
Este receptor funciona de forma similar al receptor de mamíferos respondiendo sólo a la insulina 
frente a otras hormonas. Asimismo, distintos estudios mostraron la similitud entre las rutas de 
señalización de insulina entre las moscas y los humanos163. A pesar de que se ha demostrado que 
Drosophila puede ser modelo de diabetes tipo 1 por la eliminación de estas células productoras de 
insulina y que desarrollan características típicas de la enfermedad164,165 ningún grupo ha abordado 
hasta el momento el estudio de la nefropatía diabética en este modelo. 
Pese a que estos animales modelo han sido de gran utilidad para esclarecer mecanismos y rutas 
importantes para el inicio y la progresión de la enfermedad, las diferencias estructurales y 



























Actualmente, la implicación del complejo Rab-Rabphilin en la aparición de la enfermedad renal 
parece clara109,110,121,166. Aunque las funciones de las proteínas que forman este complejo han sido 
bien estudiadas en el sistema nervioso111–115,167, se desconoce la función de los componentes que 
forman este complejo y su implicación en la aparición y desarrollo de la enfermedad renal. Pese a 
que los modelos murinos y celulares son adecuados para el estudio de las glomerulopatías, la 
dificultad de estudiar mecanismos de la patología renal in vivo en éstos hace necesario la utilización 
de Drosophila melanogaster. Drosophila, además de presentar una serie de ventajas como alta 
progenie, tiempos de generación cortos, bajo costes de mantenimiento, gran cantidad de genes con 
homología a genes humanos y técnicas para su manejo; también presenta un sistema excretor cuyas 
células principales, los nefrocitos, comparten una gran similitud estructural, funcional y molecular 
con los podocitos de mamíferos.  
Además, aunque se conoce la interacción bidireccional entre el sistema renal y el cardiovascular y 
la influencia de la enfermedad renal en la aparición y progresión de las enfermedades 
cardiovasculares, muchos de los mecanismos quedan todavía por esclarecer. Drosophila, ofrece un 
modelo perfecto para el estudio en este sentido ya que posibilita la expresión dirigida de una 
enfermedad a un tejido concreto. 
Por ello, en la presente tesis se ha planteado como objetivo principal caracterizar la función del 
complejo Rab-Rabphilin en el sistema excretor, la influencia de su alteración en el sistema cardiaco 
de Drosophila y la búsqueda de compuestos que puedan parar o revertir la enfermedad renal. 
Para cumplir con el objetivo general de este trabajo se propusieron los siguientes objetivos 
específicos: 
1. Caracterización del papel de Rabphilin en los nefrocitos pericárdicos de Drosophila 
melanogaster. 
 
2. Implicación de Rabphilin en el sistema cardiaco de Drosophila melanogaster: relación 
con el sistema excretor de la mosca. 
 




4. Cribado farmacológico para la búsqueda de compuestos con acción positiva contra el daño 
















Rabphilin es necesaria para la filtración, endocitosis y 
mantenimiento de los nefrocitos pericárdicos de Drosophila 
melanogaster. 
Los resultados de este capítulo están incluidos en: 
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Rabphilin es necesaria para la filtración, endocitosis y mantenimiento de los nefrocitos 
pericárdicos de Drosophila melanogaster. 
Los resultados de este capítulo están incluidos en: 
Selma-Soriano E., Llamusi B, Fernández-Costa JM., Ozimski LL, Artero R, y Redón J. “Rabphilin is 
involved in filtration and protein uptake in Drosophila nephrocytes.” Enviado a DMM. 
1.1 Introducción 
El gen Rabphilin 3A (RPH-3A) codifica para una proteína efectora de las proteínas Rab GTPasas 
implicadas en las reacciones de coordinación y fusión de vesículas y la regulación de los procesos 
exo- y endocitosis en el sistema nervioso central113. RPH-3A forma un complejo proteico con Rab3A, 
una proteína perteneciente a la familia de las pequeñas proteínas GTPasas, que se localiza alrededor 
de la hendidura de filtración de podocitos de mamíferos110. En el estudio llevado a cabo en Rastaldi 
MP et al.110 se demostró que la expresión de RPH-3A está alterada en enfermedades proteinúricas 
de mamíferos, este descubrimiento sugiere que el complejo RPH-3A-Rab3a podría tener un papel 
clave en glomerulopatías. Otros datos que apoyan el papel del gen RPH-3A en las enfermedades 
proteinúricas humanas son los análisis genómicos y metabolómicos, el estudio llevado a cabo por 
Marrachelli V et al.109 mostró que poseer el genotipo TT del SNP rs10492025 del gen de RPH-3A está 
asociado a un incremento del riesgo de la excreción urinaria de albumina en la población general. 
No obstante, se desconoce el impacto estructural y funcional de las alteraciones de la expresión de 
RPH-3A en los podocitos. Por este motivo, es importante abordar el estudio del papel de RPH-3A en 
la integridad de los podocitos y en el mantenimiento de la función glomerular normal. En este 
sentido, Drosophila proporciona un modelo experimental adecuado, ya que los nefrocitos y los 
podocitos presentan una gran homología tanto estructural, funcional como molecular38–40,54,67,168,169. 
Esto hace que los nefrocitos de Drosophila sean interesantes para estudios in vivo de enfermedades 
renales que pueden ser difíciles de realizar en mamíferos debido a la falta de accesibilidad de las 
células. Como se ha explicado en la introducción, los nefrocitos forman el sistema excretor de 
Drosophila40,168. Son células involucradas en la eliminación de productos de desecho de la hemolinfa. 
Existen dos poblaciones distintas de nefrocitos: los nefrocitos de Garland situados alrededor del 
esófago (binucleados) y los nefrocitos pericárdicos (mononucleados) situados a lo largo del corazón. 
Al igual que en los podocitos de mamíferos, la membrana basal del nefrocito forma una barrera de 
filtración selectiva de carga39. La segunda barrera de filtración es el diafragma de nefrocito (ND) o 
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hendidura de filtración, formado por Kirre and Stick and Stones (Sns), que son los ortólogos de 
Drosophila de las proteínas Neph-1 y Nephrin de la hendidura de filtración, slit diaphragm (SD) de 
mamíferos, respectivamente. La membrana nefrocítica forma invaginaciones llamadas canales 
laberínticos, donde ocurre la mayor parte de la captación endocítica54–56,63,69,168. Kirre y Sns sellan 
estas invaginaciones para formar poros de 40 nm de diámetro, que son la entrada a los canales 
laberínticos54. Cubilin y Amnionless se encuentran en la parte más interna de estos canales, donde 
estas proteínas que forman un complejo tienen un papel importante en la endocitosis55,63. Un 
requisito para la diferenciación y el mantenimiento de los nefrocitos es la expresión del factor de 
transcripción Krüppel-like factor 15 (Klf15)49–51. En los mutantes de Klf15, tanto los nefrocitos de 
Garland como los nefrocitos pericárdicos están ausentes, pero las moscas mutantes de Klf15 
exhiben una esperanza de vida normal49.  
En este estudio mostramos la expresión de Rph, el ortólogo de Drosophila de Rph-3A, en los 
nefrocitos pericárdicos y la colocalización con marcadores moleculares de vías tanto endocíticas 
como exocíticas. La interferencia de la expresión de Rph en los nefrocitos produjo un bloqueo en la 
filtración y la endocitosis de moléculas de dextrano de diferentes tamaños, alteró la eliminación de 
toxinas (AgNO3) y redujo la expresión de genes esenciales para el nefrocito, como Cubilin y Sns. Es 
importante destacar que el silenciamiento de Rph afectó a la ultraestructura del nefrocito, el 
tamaño de los canales laberínticos se redujo, disminuyó el número de endosomas y finalmente dio 
como resultado la pérdida del nefrocito de Drosophila. Nuestros resultados indican que Rph es 
necesario para la filtración y para la ruta endocítica. En resumen, la pérdida de función de Rph tiene 
un fuerte impacto en la estructura, función y diferenciación de los nefrocitos. 
 
1.2 Material y métodos 
 
1.2.1 Líneas de Drosophila 
Las líneas Hand-Gal4, UAS-IR-Rph (número BDSC: 25950), UAS-IR-bcd, UAS-GFP y yw se obtuvieron 
de Bloomington Drosophila Stock Center (Universidad de Indiana). La línea Sns-Gal4 UAS-GFP se 
obtuvo del laboratorio de la Dra. M Ruiz-Gómez (Centro de Biología Molecular Severo Ochoa, CSIC 
y UAM). Otras líneas UAS-IR-Rph, KK107492 y v52438 se obtuvieron de VDRC Stock Center. La línea 
recombinante Hand-Gal4 UAS-GFP se generó en este trabajo para marcar los nefrocitos pericárdicos 
adultos. Todos los cruces se mantuvieron a 25 ºC en medio nutritivo estándar. 
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1.2.2 Análisis de la supervivencia de Drosophila. 
Se recolectaron más de 50 machos recién nacidos por genotipo, se colocaron en tubos que 
contenían medio nutritivo estándar, medio suplementado con diferentes concentraciones de AgNO3 
(0.005% o 0.01% AgNO3) o suplementado con ácido retinoico (1 µM, 10 µM y 50 µM) y se 
mantuvieron a 25 o 29ºC. El número de muertes se anotó diariamente y las moscas se transfirieron 
a un medio fresco cada 2 o 3 días. Las curvas de supervivencia se obtuvieron utilizando el método 
de Kaplan-Meier, y las comparaciones de curvas estadísticas se realizaron de acuerdo con la prueba 
de log-rank (Mantel-Cox) (α = 0.05). 
 
1.2.3 Ensayo de toxicidad 
Se transfirieron 20 larvas de primer estadio (L1) de cada genotipo a viales suplementados con 
diferentes concentraciones de AgNO3 o ácido retinoico y se mantuvieron a 25ºC. El número de larvas 
que alcanzaron el estadio de pupa se anotó para determinar la toxicidad. Los resultados se 
analizaron mediante la prueba t de Student no pareada de dos colas (α = 0.05), aplicando la 
corrección de Welch cuando era necesario. El experimento se realizó por triplicado. 
 
1.2.4 Inmunofluorescencia 
Se diseccionaron corazones adultos junto con nefrocitos pericárdicos de hembras de 7 días de edad 
en hemolinfa artificial de Drosophila según el protocolo descrito en Selma-Soriano et al170, se fijó 
con paraformaldehído al 4% (PFA) en tampón salino fosfato (PBS) durante 20 min y se permeabilizó 
lavando 3 veces con PBS que contenía 0.3% de Tritón-X (PBS-T) durante 10 min. Luego, los corazones 
se bloquearon en PBS-T que contenía BSA al 0.5% durante 30 min a temperatura ambiente y se 
incubaron con el anticuerpo primario correspondiente (1: 100) toda la noche a 4°C. Los anticuerpos 
primarios utilizados fueron anti-Rph (Abcam, ab3338; con 50% de similitud), anti-Hrs (DSHB), anti-
Rab 3 y anti-Rab 27 (BD Bioscience), y anti-Klf15 (Abcam, ab22851; con 59% de similitud). Después 
de 3 lavados con PBS-T, los anticuerpos secundarios (1: 200), anti-rabbit AlexaFluor-647 (Life 
technologies, A31573), anti-mouse biotinilado (Sigma-Aldrich, B7264) y anti-rabbit biotinilado 
(Sigma- Aldrich, B8895) se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente. Los corazones junto con 
los nefrocitos pericárdicos se incubaron con solución ABC (kit ABC, VECTASTAIN) durante 30 min a 
temperatura ambiente, seguido de lavados e incubación con estreptavidina-TexasRed (Vector, 1: 
500). Todas las imágenes se tomaron con un microscopio confocal LSM 800 (Zeiss) y se procesaron 
con el software ZEN. 
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1.2.5 Cuantificación del volumen y el número de nefrocitos  
Para el análisis del número y volumen de los nefrocitos, se diseccionaron corazones de mosca 
hembra adulta en PBS 1X. Las imágenes confocales se obtuvieron con el microscopio confocal 
FLUOVIEW FV1000 (Olympus) utilizando un objetivo de aire de 10 x o 20 x. Las estructuras 3D se 
reconstruyeron a partir de imágenes confocales utilizando el software IMARIS 7.1 (Bitplane). Para la 
cuantificación, los ajustes de las imágenes confocales fueron invariantes dentro de cada 
experimento. Para la cuantificación del volumen, se analizaron al menos 4 nefrocitos de 3 moscas 
diferentes. Los resultados se analizaron mediante la prueba t de Student no pareada de dos colas (α 
= 0.05), aplicando la corrección de Welch cuando era necesario. 
 
1.2.6 Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 
Los corazones con los nefrocitos pericárdicos diseccionados de hembras de 7 días se procesaron 
como se describió previamente en Selma-Soriano et al.171. Los abdominales se fijaron en PFA al 1% 
y glutaraldehído al 2% en tampón fosfato 0.2 M durante 30 min y se fijaron posteriormente con 
tetróxido de osmio al 1% durante 2 h. Después del deshidratado, los abdómenes con los nefrocitos 
se embebieron en resina epoxi. Se obtuvieron secciones semi-finas (1.5 µm) y ultrafinas utilizando 
un ultramicrotomo (Ultracut E, Reichert-Jung y Leica). Las muestras se analizaron utilizando un 
microscopio electrónico de transmisión JEOL JEM-1010 a un voltaje de operación de 80 kV. 
 
1.2.7 Análisis de las estructuras celulares del nefrocitos de imágenes tomadas con microscopio 
electrónico de transmisión (TEM) 
La cuantificación de las imágenes de TEM se realizó contando el número de hendiduras de filtración 
en la membrana plasmática de nefrocitos pericárdicos con un aumento de X8000. El tamaño de los 
poros se midió a tres niveles diferentes (en la parte más interna, media y superior del poro) con un 
aumento de X30,000. El número de endosomas y lisosomas se obtuvo a partir de imágenes con 
magnitud de X800 que contenían una sección completa de las células. Se identificaron los 
endosomas como las vesículas blancas situadas cerca de la membrana, y los lisosomas como las 
vesículas oscuras ubicadas en el centro del nefrocito. Se analizaron imágenes de al menos seis 
nefrocitos controles y cuatro nefrocitos del IR-Rph debido a la pérdida de estas células en estos 




1.2.8 Análisis in vivo de la filtración y la captación de moléculas de dextrano  
Los corazones de moscas hembra adultas se diseccionaron en hemolinfa artificial de Drosophila y se 
incubaron con 0.1 mg / ml de dextrano 10-kD (AlexaFluor568, Invitrogen) o con 0.1 mg / ml de 
dextrano 70-kD (ThermoFisher, D1830). Después de 15 minutos de incubación, los corazones junto 
con los nefrocitos se lavaron 3 veces con PBS. Inmediatamente, las muestras se montaron para 
obtener imágenes confocales. Los resultados se analizaron mediante la prueba t de Student no 
pareada de dos colas (α = 0.05). 
 
1.2.9 Análisis cuantitativo de la reacción en cadena de la polimerasa (RT-qPCR)  
Para la transcripción inversa seguida de la cuantificación de la reacción en cadena de la polimerasa 
en tiempo real (RT-qPCR), el RNA, proveniente de la disección de 100 corazones con los nefrocitos, 
se aisló usando el reactivo Trizol (Invitrogen). La pureza y la concentración de RNA se determinó con 
Nanodrop-1000 (Thermo Scientific). El RNA total (1 μg) se transcribió de forma inversa con la 
polimerasa Superscript II (Invitrogen). La qPCR, usando SYBR-Green, se realizó en el sistema de PCR 
QuantStudio 5 (Applied Biosystems). Rp49 y Tub48B se utilizaron como genes endógenos. En todos 
los casos, la expresión relativa de los genes endógenos y del grupo control se obtuvo mediante el 
método 2-∆∆Ct. Las muestras se analizaron mediante la prueba t de Student no pareada de dos colas 




1.3.1 Rabphilin se expresa en los nefrocitos pericárdicos de Drosophila. 
Con el fin de utilizar Drosophila como modelo para estudiar el papel de Rph en los nefrocitos, 
primero investigamos la expresión y localización de esta proteína en moscas adultas de 7 días de 
edad. Para marcar los nefrocitos utilizamos el sistema binario Gal4-UAS para expresar el marcador 
GFP bajo el control de Hand-Gal4, que promueve la expresión en los cardiomioblastos embrionarios 
y las células pericárdicas (nefrocitos). 
Las preparaciones de corazón y nefrocitos de moscas Hand-Gal4 UAS-GFP permitieron la 
visualización directa de nefrocitos pericárdicos bajo el microscopio confocal. Para detectar Rph, 
aprovechamos la alta conservación evolutiva de esta proteína y realizamos una tinción de 
inmunofluorescencia con un anticuerpo policlonal comercial anti-Rph 3A humano. 
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En las moscas control (Hand-Gal4 UAS-GFP), la inmunofluorescencia mostró una señal con un patrón 
punteado en los nefrocitos pericárdicos (Figura 1.1 A-A’’’). Demostramos la especificidad del 
anticuerpo ya que la señal disminuyó cuando se realizó la misma inmunofluorescencia en moscas 
que presentaban interferencia de la expresión, RNAi, de Rph (Hand-Gal4> UAS-GFP UAS-IR-Rph, 
llamado en adelante IR-Rph) (Figura 1.1 B-B’’’). Para validar la especificidad del fenotipo inducido 
por la RNAi, estudiamos los efectos de la interferencia de la expresión de Rph utilizando diferentes 
líneas. Observamos que las distintas líneas de RNAi exhibían diferentes niveles en la señal de Rph. 
En las tres líneas analizadas, la señal de Rph se redujo, pero el efecto más fuerte se detectó con la 
línea 25950 procedente del Bloomington Drosophila Stock Center, BDSC (Figura 1.1 y Figura Anexo 
1.1). 
 
Figura 1.1. Rph se expresa en nefrocitos pericárdicos de Drosophila. Imágenes confocales de moscas adultas 
que expresan el reportero GFP (verde en A y B) bajo el control de Hand-Gal4. La inmunotinción con anticuerpo 
anti-Rph (A’’, A’’’, B’’ y B’’’) reveló la presencia de Rph en los nefrocitos de las moscas control (A-A’’’’), pero 
no en las moscas que expresan un RNAi contra Rph (B-B’’’) En los paneles B’ y B’’’ se observa un nefrocito no 
funcional en la parte inferior izquierda (membrana y núcleo fragmentados; flecha). Los núcleos se 
contrastaron con DAPI (azul). Escala = 10 μm.  
 
1.3.2 Rph mantiene el estado de diferenciación de los nefrocitos. 
 
Para evaluar el papel de Rph en los nefrocitos de Drosophila, contamos el número de nefrocitos 
pericárdicos funcionales, que se caracterizan por tener una fuerte expresión de GFP y núcleos 
intactos (sin fragmentación); y medimos el volumen celular en moscas control y moscas IR-Rph. 
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Estos dos parámetros, como se ha demostrado previamente, informan sobre la viabilidad y la 
funcionalidad, respectivamente49,86. El número promedio de nefrocitos cuantificados en moscas IR-
Rph adultas de 1 semana se redujo significativamente en comparación con las moscas control 
(Figura.1.2 B y Figura Anexo 1.1 D). Además, el índice de dispersión del volumen calculado como 
volumen SD / mediana, estaba incrementado de manera significativa en las moscas IR-Rph (Figura 
1.2 A), lo que refleja una variabilidad anormal en el volumen promedio de estos nefrocitos (Figura 
1.2 C y D). Para evaluar si la pérdida de nefrocitos en las moscas IR-Rph podría deberse a un proceso 
de desdiferenciación, se estudió la expresión del ortólogo de Drosophila KLF15 (dKlf15), que es 
fundamental para el desarrollo y la diferenciación tanto de los nefrocitos de Drosophila como de los 
podocitos. Éste también se puede utilizar como marcador de diferenciación terminal49–51. 
La inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo policlonal contra un péptido sintético de KLF15 
humano (aminoácidos 45-94), mostró una fuerte expresión de dKlf15 en los nefrocitos control 
(Figura 1.2 E-E’’), mientras que la señal estaba ausente en la mayoría de las moscas IR-Rph de 1 
semana de edad (Figura 1.2 F-F’’). En contraste, la expresión de dKlf15 fue normal en los nefrocitos 
IR-Rph de moscas de 1 día (Figura 1.2 G-G’’ y H-H’’), lo que sugiere que la expresión de este factor 
de transcripción se pierde con el tiempo. Estos resultados muestran que la disminución de los 
niveles de Rph en los nefrocitos promueve su desdiferenciación, que en última instancia provocaría 
su pérdida. Por lo tanto, Rph podría ser necesario para el mantenimiento del estado de 




Figura 1.2. Los nefrocitos 
pericárdicos adultos requieren la 
expresión de Rph para el 
mantenimiento de su estado de 
diferenciación. Cuantificación del 
índice de dispersión del volumen de 
nefrocitos (A) y número promedio de 
nefrocitos (B). Imagen de microscopía 
de fluorescencia de nefrocitos 
pericárdicos control (C) y nefrocitos 
IR-Rph (D). Imágenes confocales de 
nefrocitos de moscas adultas control 
de 1 semana y 1 día de edad (E-E’’ y G-
G’’, respectivamente) y nefrocitos de 
moscas adultas IR-Rph de 1 semana y 
1 día (F-F’’ y H-H’’, respectivamente), 
marcadas con GFP (verde) e 
inmunotinción con un anticuerpo 
anti-Klf15 (rojo en E’, F’, G’ y H’). Test 
estadístico: t de Student. * p <0.05, ** 








1.3.3 La expresión reducida de Rph altera el tráfico vesicular en nefrocitos 
 
Es bien sabido que Rph participa en el tráfico vesicular en otros tipos celulares, como las 
neuronas112. Se ha demostrado que Rph puede interactuar con Rab 3a y Rab 27a in vitro y puede 
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formar complejos con estas Rabs en células PC12 de la médula suprarrenal de rata112. Además, 
estudios previos en modelos de mamíferos mostraron que Rph-3A formaba un complejo con Rab3A 
en el riñón, donde se localizan específicamente en podocitos110. 
Dado que se conoce que varias funciones de Rph3A están reguladas por estas proteínas Rab, en 
sistemas neuronales y endocrinos, realizamos una doble inmunofluorescencia con anticuerpos 
contra Rph y Rab 3 o Rab 27 en nefrocitos pericárdicos (Figura 1.3). El análisis de imágenes de las 
señales reveló que el 58.8% de la señal de Rph se colocaliza con Rab 3, mientras que el 80.0% de la 
señal de Rab 3 coincidió con Rph (Figura 1.3 A-A’’’’ y D). En el caso de la colocalización con Rab 27, 
observamos que casi toda la señal de Rph se colocalizó con la proteína Rab 27 (más del 96% del 
porcentaje de colocalización), mientras que solo el 13.9% de la señal de Rab 27 colocalizó con la 
señal de Rph (Figura 1.3 B-B’’’’ y E). Este dato apoya que el ortólogo de Drosophila en nefrocitos 
conserve el papel de la Rph de mamíferos en el transporte vesicular. Para ver si Rph tiene un papel 
en la vía endocítica, realizamos un ensayo de doble inmunofluorescencia contra Rph y el sustrato 
de tirosina quinasa regulado por el factor de crecimiento de hepatocitos, Hrs, (Figura 1.3 C-C’’’’) en 
los nefrocitos pericárdicos. Hrs es una proteína esencial que está implicada en la señalización celular 
y el tráfico de membrana intracelular172. Muy recientemente, varios informes han demostrado un 
papel para Hrs en la ruta endocítica de proteínas de membrana ubiquitinadas173. 
De acuerdo con los coeficientes de colocalización, el 100% de la señal Rph colocalizó con Hrs y el 
98.9% de la señal de Hrs colocalizó con Rph (Figura 1.3 C-C’’’’ y F). Este resultado indica el posible 
papel de Rph en la vía endocítica y el tráfico vesicular en nefrocitos. 
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Figura 1.3. Papel de Rph en la ruta endocítica y transporte vesicular. Doble inmunofluorescencia con 
anticuerpos contra Rph (A’’, B’’ y C’’) y Rab 3 (A’’’), Rab 27 (B’’’) o Hrs (C’’’) en nefrocitos controles, marcados 
con GFP (verde) y DAPI (azul). Gráficos de dispersión que muestran las intensidades de las señales de Rph 
trazadas en el eje y frente a las intensidades de Rab 3 (D), Rab 27 (E) y Hrs (F) en el eje x. El umbral en ambos 
ejes está marcado por líneas blancas discontinuas. Escala = 5 µm. 
Para demostrar la relevancia funcional de la falta de Rph en el tráfico intracelular, se realizó un 
ensayo de inmunofluorescencia contra Rab 3, Rab 27 y Hrs en los nefrocitos IR-Rph. Observamos 
que la señal de Rab 3 disminuyó en comparación con los nefrocitos control (Figura 1.4), mientras 
que no hubo cambios en las señales de Rab 27 y Hrs. Este resultado sugiere una alteración en este 




Figura 1.4. La interferencia de la expresión de Rph disminuye las vesículas de Rab 3. Doble 
inmunofluorescencia con anticuerpos contra Rph (A’’ y B’’) y Rab 3 (A’’’ y B’’’), en nefrocitos controles (A-A’’’’) 
e IR-Rph (B-B’’’’) marcados con GFP (en verde) y DAPI (en azul). Escala = 10 µm. 
La eliminación de toxinas por parte de los nefrocitos como, por ejemplo, el nitrato de plata (AgNO3) 
ingerido en la dieta, está mediada por la filtración y/o la endocitosis; la interrupción de estas 
funciones aumenta la mortalidad de las larvas alimentadas con AgNO3, lo que se traduce en un 
menor porcentaje de pupación. Para determinar si la expresión reducida de Rph afecta a esta 
función crucial de los nefrocitos, obtuvimos las curvas de supervivencia de larvas y moscas adultas 
IR-Rph alimentadas con dieta suplementada con AgNO3. Cuando las larvas se alimentaron con 
concentraciones crecientes de AgNO3, el porcentaje de pupación se redujo en las larvas IR-Rph en 
relación con los controles (Figura 1.5 B y Figura Anexo.1.1 E). En adultos, observamos una reducción 
en la vida media de las moscas IR-Rph (Figura Anexo 1.1 F) que no empeoró con la ingesta de AgNO3 
(Figura 1.5 A). Estos hallazgos indican que los niveles reducidos de Rph en los nefrocitos provocaron 
que las larvas fueran más susceptibles a la toxicidad inducida por AgNO3, lo que apoya que la 




Figura 1.5. La interferencia de la expresión de Rph sensibiliza las larvas a la toxicidad del nitrato de plata. 
(A) Las curvas de supervivencia de moscas IR-Rph alimentadas con comida estándar (0%) o suplementada con 
AgNO3 (0.005% y 0.01%) no afectó la supervivencia de las moscas adultas IR-Rph log-rank (Mantel-Cox). (B) El 
porcentaje de pupación de moscas IR-Rph normalizadas con respecto a moscas control se redujo fuertemente 
en las larvas alimentadas con concentraciones de AgNO3 al 0.005% y 0.01%. Test estadístico: t de Student. * p 
< 0.05, *** p <0,0001. 
 
1.3.4 La interferencia de la expresión de Rph en los nefrocitos altera la reabsorción de las 
moléculas 
 
El nefrocito combina la filtración con la reabsorción de proteínas, utilizando genes conservados 
evolutivamente y estructuras subcelulares, lo que apoya su utilidad como modelo simplificado tanto 
para los podocitos como para el túbulo proximal renal. Estudios previos han demostrado que los 
nefrocitos de Drosophila pueden captar proteínas fluorescentes de la hemolinfa, los cuales se 
pueden usar para conocer la actividad funcional de los nefrocitos in vivo. 
Las moléculas de dextrano que circulan en la hemolinfa son filtradas, endocitadas y almacenadas 
por los nefrocitos, pero la eficiencia depende del tamaño de las partículas. Los nefrocitos forman 
dos capas distintas para el proceso de filtración, la membrana basal y el diafragma del nefrocito 
(ND) o hendidura de filtración del nefrocito. Los ND forman invaginaciones a través de la membrana 
llamadas canales laberínticos, que junto con las vacuolas endocíticas y los lisosomas constituyen la 
vía endocítica. En condiciones normales, las moléculas de dextrano por debajo de 70-kD cruzan 
fácilmente el ND y se endocitan en los canales laberínticos mediante el sistema Cubilin-Amnionless. 
Las moléculas de dextrano más grandes no pueden cruzar esta barrera y son endocitadas 
lentamente por la membrana basal. Los defectos en la endocitosis podrían inhibir la captación de 
proteínas, independientemente de su tamaño y los defectos en la estructura del ND podrían facilitar 
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el acceso de las moléculas de mayor tamaño a los canales laberínticos. Por lo tanto, la acumulación 
de dextrano fluorescente en los nefrocitos refleja la eficacia de la filtración y la endocitosis. 
Mediante la adición de dextranos marcados con fluorescencia de 10-kD (Figura 1.6 A-A’’ y B-B’’) y 
70-kD (Figura 1.6 D-D’’ y E-E’’) a los nefrocitos de moscas adultas, observamos que incluso los 
tamaños más pequeños de dextrano no se acumularon en los nefrocitos IR-Rph (Figura 1.6 C y F). 




Figura 1.6. Rph es necesario para la captación eficiente de moléculas de peso molecular grande y pequeño. 
Adultos Hand-Gal> UAS-GFP (verde) alimentados con dextranos de 10- (A-A’’ y B-B’’) y 70-kD (D-D’’ y E-E’’) 
marcados con un fluoróforo (rojo) mostraron una retención diferencial de dextrano, con una captación 
altamente eficiente en el caso de los nefrocitos control (A-A’’ y D-D’’) y una captación deficiente en los 
nefrocitos IR-Rph (B-B’’ y E -E’’). Cuantificación de la captación de moléculas de dextrano (C y F). Escala = 30 
µm. Análisis estadístico: t de Student. * p <0.05, ** p <0.001. 
 
Cubilin (Cubn) y Amnionless (AMN) de Drosophila se expresan específicamente en nefrocitos y 
funcionan como co-receptores para la captación de proteínas y moléculas, de manera similar a su 
función en el túbulo proximal de los mamíferos. Para determinar una alteración en el sistema 
Cubilin-Amnionless, se realizó un análisis cuantitativo de la expresión de Cubn y AMN. El análisis 
cuantitativo de la expresión de los transcritos de estas dos proteínas mostró una reducción de la 
expresión de Cubn de alrededor del 50% en los nefrocitos IR-Rph (Figura 1.7 A). Además, se 
cuantificó la expresión de los transcritos de Sns y Kirre, que codifican proteínas que forman los poros 
de la hendidura de filtración (ND), en nefrocitos control y en nefrocitos IR-Rph. Mientras que no 
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hubo cambios en la expresión de Kirre (Figura 1.7 D), la expresión de Sns se redujo en un 20% en las 
moscas IR-Rph en comparación con los controles (Figura 1.7 C). 
Para confirmar una reducción de la expresión de Sns, se visualizaron directamente preparaciones 
de nefrocitos de moscas Sns-Gal4> UAS-GFP UAS-IR-Rph bajo el microscopio de fluorescencia, y se 
observó una disminución de la señal en las moscas IR-Rph (Figura 1.7 E y F). El GFP emitido por los 
nefrocitos se cuantificó con un fluorómetro (Figura 1.7 G). Esta cuantificación apoya el papel de Rph 
en la regulación de la expresión de Sns. 
 
 
Figura 1.7. La reducción de la expresión de Rph produce una regulación negativa de los genes implicados en 
la vía endocítica. (A, B, C y D) RT-qPCR para cuantificar los niveles de expresión de diferentes genes específicos 
de nefrocitos en los genotipos indicados, en relación con los controles endógenos. (E y F) Imágenes confocales 
de moscas adultas que expresan el reportero GFP (verde) bajo el control de Sns-Gal4. (G) Unidades de 
fluorescencia medidas en moscas control (Sns-Gal> UAS-GFP UAS-IR-bcd) e IR-Rph (Sns-Gal4> UAS-GFP UAS-
IR-Rph). Escala = 10 µm. Test estadístico: t de Student. * p <0.05. 
 
1.3.5 Se requiere Rph para mantener la estructura de los canales laberínticos 
 
La hendidura de filtración (ND) es una estructura funcional clave en los nefrocitos y la alteración de 
los genes que la forman conduce a la muerte de éstos. La microscopía electrónica de transmisión 
(TEM) se utilizó para examinar la ultraestructura de los nefrocitos pericárdicos control e IR-Rph 
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(Figura 1.8). En comparación con los nefrocitos control (Figura 1.8 A), el número y el tamaño de los 
ND no se vio alterado en los nefrocitos de las moscas IR-Rph (Figura 1.8 B-C). 
Sin embargo, los canales laberínticos estaban ausentes en los nefrocitos de estas moscas y la 
membrana basal estaba disgregada en algunas regiones. Además, el número de vesículas 
endocíticas y vacuolas se redujo significativamente, mientras que no hubo cambios en el número 
de lisosomas (Figura 1.8 D). De acuerdo con nuestros resultados con respecto a la alteración de la 
absorción de dextranos y la sensibilización a AgNO3, los cambios en la ultraestructura de los 
nefrocitos apoyan una interrupción del tráfico endocítico en los nefrocitos IR-Rph. 
 
 
Figura 1.8. Rph es esencial para mantener los canales laberínticos. En comparación con las moscas control 
(A y A’), los nefrocitos IR-Rph (B y B’) no tenían canales laberínticos (asterisco, *) y mostraban una membrana 
basal alterada (flecha en A’ y B’). Sin embargo, el número de NDs y el tamaño de los poros no varió en estas 
moscas (C). Aunque el número de lisosomas fue el mismo, el número de endosomas se redujo en los nefrocitos 
IR-Rph (D). Barras de escala, 2 µm en A y B; 100 nm en A’ y B’. Test estadístico: t de Student. ** p <0.001.  
 
1.3.6 El ácido retinoico rescata los defectos en la filtración y la endocitosis causados por la 
interferencia en la expresión de Rph. 
 
El ácido retinoico (RA), un metabolito de la vitamina A que se adquiere directamente de la dieta ya 
que no puede ser sintetizado por el organismo, está implicado en procesos de diferenciación celular, 







interviene en la diferenciación de podocitos mediante la regulación de KLF1550,175–177 La restauración 
de marcadores de diferenciación en los podocitos por parte del RA hace que este compuesto sea 
considerado como tratamiento para enfermedades renales. 
Los nefrocitos no funcionales sufren un proceso de desdiferenciación, la membrana celular se 
desorganiza y el núcleo acaba fragmentándose (Figura 1 B’’’). La interferencia de la expresión de 
Rph provoca que los nefrocitos pierdan su función, lo que se traduce en una disminución en su 
número y supervivencia. En este trabajo, administramos RA, a distintas concentraciones, a moscas 
IR-Rph. Éstas tenían un número significativamente mayor de nefrocitos funcionales con respecto a 
moscas IR-Rph que fueron alimentadas con comida estándar (Figura 1.9 A). Además, estas moscas 
alimentadas con RA presentaron curvas de supervivencia significativamente más largas que las 
moscas que no tomaron el compuesto (Figura 1.9 B). Estos resultados sugieren que el RA podría 
estar mejorando la función de filtración o de reabsorción, o ambas, en los nefrocitos. 
Para determinar si la recuperación de la funcionalidad de los nefrocitos podría deberse a la 
inhibición de la desdiferenciación, como se ha descrito en podocitos176, mediante la regulación de 
klf15 o de Rph, realizamos un inmunoensayo contra Klf15 y Rph. En moscas IR-Rph alimentadas con 
comida suplementada con 10 µM de RA (Figura 1.9 C-C’’’) la señal de klf15 (Figura 1.9 C’) fue 
claramente superior a la señal de la misma proteína en comparación con moscas IR-Rph alimentadas 
con comida no suplementada (Figura 1.9 C’). Como era de esperar, para Rph, no se observaron 
cambios en la señal de esta proteína entre las moscas IR-Rph, sin suplementación de RA, (Figura 1.9 
C’’) y las moscas suplementadas con el compuesto (Figura 1.9 D’’). Estos resultados indicarían que 
el RA regula la expresión de Klf15 en los nefrocitos pericárdicos de Drosophila. 
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Figura 1.9. El ácido retinoico (RA) rescata el número de nefrocitos funcionales, la supervivencia y la 
expresión de Klf15 de las moscas IR-Rph. A. Número de nefrocitos funcionales de moscas IR-Rph de 1 semana 
de edad en diferentes concentraciones de RA (1 µM, 10 µM y 50 µM). Test estadístico: t de Student, n≥20, *** 
p <0.001, **** p <0.0001. B. Curvas de supervivencia de moscas IR-Rph alimentadas con medio nutritivo 
estándar (IR-Rph, línea negra) o suplementado con RA a 1 µM o 10 µM (IR-Rph 1 µM e IR-Rph 10 µM, línea 
gris débil y línea gris oscuro, respectivamente) (test estadístico: log-rank (Mantel-Cox)). C y D. Imágenes 
confocales de nefrocitos pericárdicos que expresan GFP (verde en C y D) y UAS-IR-Rph bajo el control de Hand-
Gal4. La inmunotinción con anticuerpo anti-klf15 (C’, C’’’, D’ y D’’’) reveló una señal más fuerte de Klf15 en los 
nefrocitos tratados con 10 µM de RA (IR-Rph + RA, D’ y D’’’) que en los no tratados (IR-Rph, C’ y C’’’). El RA no 
tuvo ningún efecto sobre la señal de Rph en los nefrocitos tanto no tratados como tratados con RA (A’’, A’’’, 
B’’ y B’’’). Los núcleos se contrastaron con DAPI (azul). Escala = 10 μm. 
 
Como se ha dicho antes, una forma de conocer si alguna de estas rutas está dañada es mediante 
moléculas de dextrano de distinto tamaño marcadas con fluoróforos. Para conocer si el RA era capaz 
de rescatar alguna de estas rutas, se administró dextrano de 10-kD y 70-kD a moscas IR-Rph 
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alimentadas con comida normal o con 10 µM de RA. Las moscas alimentadas con el compuesto 
lograron captar significativamente mayor cantidad de dextrano de 10-kD (Figura 1.10 C y C’) 
comparado con las moscas sin tratamiento (Figura 1.10 A y A’’). Además, el dextrano de mayor 
tamaño, de 70-kDa, también fue captado, aunque no a niveles de un nefrocito control (Figura 1.6). 
Estos resultados sugieren que el RA logra restablecer el proceso de filtración y parte de la 
endocitosis en los nefrocitos. 
Al administrar RA a las moscas IR-Rph, los niveles de expresión del gen Sns así como del gen Cubn 
alcanzaron valores normales (Figura 1.10 A y C). Estos resultados sugieren que el compuesto rescata 
la función de filtración y endocitosis mediada por el complejo Cubn/AMN que está alterada en las 
moscas IR-Rph. Este rescate se debe posiblemente, como se ha mostrado en trabajos 
anteriores175,176, a una regulación del factor Klf15 que a su vez regula a Sns. Además, como muestran 
las imágenes de TEM, los nefrocitos de las moscas tratadas con RA recuperaron las estructuras de 




Figura 1.10. El RA rescata el proceso de filtración y la endocitosis en nefrocitos. A-D. Imágenes confocales 
de nefrocitos pericárdicos que expresan GFP (verde en A, B, C y D) y UAS-IR-Rph bajo el control de Hand-Gal4. 
Ensayo de captación de dextrano de 10-kD y 70-kD en moscas IR-Rph alimentadas con medio estándar (A, A’, 
B y B’, respectivamente) o suplementado con 10 µM de RA (C, C’, D y D’). Escala = 10 µm. E-H. RT-qPCR para 
cuantificar los niveles de expresión de diferentes genes específicos de nefrocitos en los genotipos indicados 
(Hand-Gal4> UAS-GFP, control y Hand-Gal4> UAS-GFP UAS-IR-Rph) en relación con los controles endógenos. 
I y J. Imágenes de TEM de nefrocitos IR-Rph tratados con 10 µM de RA, el asterisco (*) indica el canal 








Se sabe que la expresión de Rph-3A está alterada tanto en enfermedades proteinúricas como en 
modelos humanos y de ratón110. Además, estudios previos han sugerido que un polimorfismo en el 
gen RPH-3A aumenta el riesgo de presentar microalbuminuria109. Sin embargo, poco se sabe sobre 
el papel de esta proteína en los podocitos. Los nefrocitos de Drosophila filtran y captan proteínas a 
través de estructuras subcelulares y genes que se conservan evolutivamente. Esto convierte a los 
nefrocitos de Drosophila en un modelo simplificado para el estudio de los podocitos, que llevan a 
cabo el proceso de filtración, y del túbulo proximal renal, especializado en la reabsorción de 
proteínas168. Aprovechando el alto grado de conservación de las estructuras de filtración entre los 
podocitos humanos y los nefrocitos de Drosophila, y la gran cantidad de herramientas genéticas 
disponibles en las moscas, hemos estudiado el papel de Rph en este sistema modelo y las 
consecuencias de silenciar su expresión. 
En este estudio, mostramos que Rph, una proteína conocida por ser efectora de las proteínas Rabs, 
se expresa en los nefrocitos pericárdicos de Drosophila y tiene una función relevante en el filtrado 
de la hemolinfa y en el mantenimiento del estado diferenciado de estas células. Estudios previos 
directamente implicaron a Rph-3A en el tráfico de vesículas en neuronas113 y podocitos110. En 
consecuencia, en los nefrocitos observamos colocalización de Rph con marcadores de vesículas 
como Hrs, Rab 3 y Rab 27, que son proteínas de vesículas relacionadas con endocitosis y 
exocitosis110,112,172,173. Es importante destacar que las vesículas positivas para Rab 3 se redujeron 
considerablemente en los nefrocitos IR-Rph, lo que sugiere un bloqueo de la endocitosis mediada 
por Rab 3. En consecuencia, los niveles reducidos de Rph en los nefrocitos de Drosophila 
sensibilizaron a las larvas a la toxicidad inducida por nitrato de plata. Es de destacar que no 
observamos toxicidad en moscas adultas, lo que respalda la hipótesis de que aunque los nefrocitos 
son el sistema principal para mitigar los ataques de xenotoxinas en las larvas, hay otras células que 
pueden compensar su pérdida en adultos49. 
Varios estudios muestran que la vía endocítica juega un papel importante en el desarrollo, 
mantenimiento y daño del podocito y puede conducir a alteraciones en la morfología celular69,129,178. 
En relación con esta observación, nuestros datos respaldan el papel de Rph en el mantenimiento de 
los nefrocitos, que se evaluó mediante la reducción de la expresión del marcador de diferenciación 
terminal Klf15. La pérdida de nefrocitos y la variabilidad del volumen podrían ser una consecuencia 
directa de la falta de Rph en los nefrocitos para mantener su estado celular diferenciado. Así pues, 
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la interferencia en la expresión de Rph alteró el volumen de los nefrocitos, causando finalmente la 
pérdida de nefrocitos. La capacidad de Rph-3A para unirse a diferentes tipos de proteínas del 
citoesqueleto, como la alfa-actinina120, que es esencial para el mantenimiento de la integridad de 
los podocitos, podría contribuir a este fenotipo. En consecuencia, hemos demostrado una reducción 
dependiente del tiempo en el número de nefrocitos en moscas adultas IR-Rph, que fue 
concomitante con la pérdida de la expresión de Klf15. 
La reducción en los niveles de Rph también afecta a la expresión de genes directamente 
involucrados en la estructura del nefrocito. Sns y Kirre (ortólogos de Nephrin y Neph1 humanos) 
interactúan a través de sus dominios extracelulares para formar el diafragma de nefrocito y son 
esenciales para la formación de los ND. El sistema Cubilin-Amnionless se encarga de la endocitosis 
de proteínas de pequeño tamaño a través de los canales laberínticos39,63. Ambos sistemas pueden 
ser alterados por una reducción en la expresión del gen o por la mala localización de cualquiera de 
sus componentes. 
Nuestros datos con TEM y los experimentos de captación de dextrano mostraron que los canales 
laberínticos están ausentes en los nefrocitos IR-Rph y confirmaron la interrupción de la endocitosis 
de moléculas, lo que sugiere un papel para Rph en la reabsorción de proteínas, presumiblemente 
por la modulación de la expresión de Cubilin.  
La ausencia de expresión de Sns conduce a una reducción dramática del número de ND54. En nuestro 
caso, las imágenes TEM no mostraron ningún efecto en el número de ND, probablemente porque la 
reducción en la expresión de Sns de los nefrocitos IR-Rph fue solo del 20%. En consecuencia, estudios 
recientes han mostrado la importancia de Sns citoplasmático en la regulación de la organización de 
la actina179, la alteración de éste podría dar como resultado la alteración de la disposición de la 
actina cortical cuando las proteínas ND se pierden o se reducen. El mismo estudio destaca el papel 
de la regulación recíproca entre los componentes del citoesqueleto y las proteínas ND como esencial 
para el tamaño y la filtración dependiente de la carga. 
Los nefrocitos tratados con RA mostraron niveles de expresión de Sns y Cubn similares a los 
nefrocitos control (Figura 1.10 E y G), presentaron canales laberínticos (Figura 1.10 I) y pudieron 
llevar a cabo la función de filtración (Figura 1.10 C’) y parcialmente la endocitosis (Figura 1.10 D’). 
Estas restauraciones en los nefrocitos IR-Rph se deben probablemente a la regulación positiva de la 
expresión de Klf15 mediante la administración de RA y demuestran que el mantenimiento del 
estado diferenciado de los nefrocitos rescata los fenotipos provocados por el silenciamiento de Rph. 
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Nuestros datos resaltan la relevancia de Rph en la estructura y función de los nefrocitos. 
Específicamente, la falta de Rph parece afectar el rendimiento de los nefrocitos a dos niveles: la 
filtración por alteración de la membrana basal y las modificaciones citoesqueléticas subsiguientes 
que conducen a importantes alteraciones estructurales (ausencia de canales laberínticos) y la 
pérdida de nefrocitos, y la captación de proteínas al influir en la expresión de Cubilin y el tráfico 
vesicular (Figura Anexo 1.5). Esto sugiere un doble papel para Rph-3A en el sistema excretor de los 
mamíferos y podría explicar por qué un polimorfismo en RPH-3A humano conduce a la 
microalbuminuria110. Es importante destacar que el patrón de expresión de Rph-3A en mamíferos 
no está bien descrito, y su presencia en diferentes tejidos, ya sea podocitos o túbulos proximales, 
podría influir en su actividad. 
Finalmente, el papel de Rph en el mantenimiento de la estructura y la función de los nefrocitos abre 
















La interferencia de la expresión de Rabphilin en el sistema 
cardiaco de Drosophila provoca cardiopatía. 
 
Los resultados de este capítulo están incluidos en: 
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CAPÍTULO 2.  
La interferencia de la expresión de Rabphilin en el sistema cardiaco de Drosophila 
provoca cardiopatía. 
Los resultados de este capítulo están incluidos en: 
Selma-Soriano E., Artero R, Redón J y Llamusi B. “Rabphilin interference expression causes 
cardiomyopathy in Drosophila”. Enviado a Scientific Reports. 
 
2.1 Introducción 
Se conoce que hay una asociación directa entre la insuficiencia cardíaca (IC) y el desarrollo de la 
enfermedad renal crónica (ERC). Ambos pueden ser causa y consecuencia el uno del otro. Existe 
evidencia de que la ERC contribuye al daño cardíaco o la enfermedad cardiovascular (ECV) y, a su 
vez, la insuficiencia cardíaca contribuye a la aparición de la ERC132. Ambas afectaciones dañan 
gravemente la salud de los pacientes, lo que resulta en una disminución de la supervivencia o la 
esperanza de vida. Aunque se conocen múltiples factores, como la diabetes y la hipertensión132,180 
que favorecen la aparición y progresión de ambas situaciones, todavía hay factores desconocidos 
que podrían explicar las diferencias encontradas entre los pacientes en la progresión de la IC y / o 
la ERC.  
Tanto los cardiomiocitos como los podocitos, que son células especializadas del corazón y del riñón, 
respectivamente, necesitan de un adecuado tráfico vesicular para realizar su función 
correctamente. Estas células necesitan pequeñas proteínas Rab GTPasas y sus efectores, y cualquier 
alteración de ellas conduce a la aparición de cardiomiopatía140 o ERC110. A su vez, para que las 
proteínas Rab funcionen correctamente, necesitan a sus efectores, uno de los cuales es Rabphilin-
3A (Rph-3A), un efector implicado en las reacciones de transporte y fusión de vesículas113. En los 
humanos, el gen Rph-3A codifica una proteína que regula la exo- y endocitosis en neuronas y 
podocitos113 y las bases de datos Human Protein Atlas y UniProt describen que Rph-3A se expresa 
en corazón humano. En podocitos, esta proteína se encuentra alrededor de las vesículas que están 
cerca de la hendidura de filtración110. La parte NH2 terminal de Rph-3A interactúa con la α-actinina, 
una proteína del citoesqueleto, y promueve la formación de filamentos de actina. Este dominio 
podría proporcionar el vínculo entre la vesícula sináptica y el citoesqueleto que se requiere para la 
endocitosis110,113,120. La parte terminal COOH de Rph-3A contiene dos dominios C2 que se unen a 
calcio y β-adduccin113. Estas proteínas del citoesqueleto son importantes para la integridad de los 
podocitos y la homeostasis110. 
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La expresión de Rph-3A se encuentra alterada en enfermedades proteinúricas de ratón y humanas, 
lo que sugiere que esta molécula tiene un papel relevante en las glomerulopatías110. Además, se ha 
descrito que un polimorfismo de esta proteína aumenta el riesgo de microalbuminuria en pacientes 
con daño cardíaco109. En el capítulo anterior, describimos que Rabphilin (Rph) (ortóloga de la Rph-
3A de humanos) participa en procesos de endocitosis y filtración de moléculas presentes en la 
hemolinfa del sistema excretor de Drosophila, específicamente en los nefrocitos. En este capítulo 
demostramos que Rph también se expresa en el corazón tubular de Drosophila y describimos las 
consecuencias sobre el sistema cardiaco cuando se interfiere la expresión de Rph en los nefrocitos. 
Drosophila tiene un sistema circulatorio abierto; sin embargo, tiene un tubo contráctil de 1 mm de 
longitud que funciona como un corazón. El corazón de Drosophila comparte homología en 
desarrollo y función con el corazón de vertebrados y se ha utilizado para estudiar enfermedades 
cardíacas humanas181–183. 
Dada la relación entre ambos, nefrocitos y corazón en el desarrollo de enfermedades, hemos 
estudiado el efecto de la interferencia de la expresión de Rph en tejidos específicos sobre la función 
cardíaca, diferenciando los efectos de la interferencia restringida a los nefrocitos o la interferencia 
combinada en ambos tipos celulares, cardiomiocitos y nefrocitos. Observamos que la falta de 
expresión combinada de este gen conduce a cambios estructurales y funcionales que resultan en 
una disminución de la supervivencia. Es de destacar que el impacto que tuvo la interferencia de la 
expresión de Rph restringida a los nefrocitos en la función cardíaca fue menos grave pero 
significativa. Nuestros datos apoyan el relevante papel de Rph tanto en los cardiomiocitos como en 
los nefrocitos en el mantenimiento de una función cardíaca adecuada, y respaldan estudios previos 
que sugieren una implicación funcional de los nefrocitos en la insuficiencia cardíaca52,184,185. 
 
2.2 Materiales y métodos 
 
2.2.1 Líneas de Drosophila 
Las líneas UAS-IR-Rabphilin (número BDSC: 25950) y yw se obtuvieron de Bloomington Drosophila 
Stock Center (Universidad de Indiana), Sns-Gal4 UAS-GFP se obtuvo de Ruiz-Gómez M (Centro de 
Biología Molecular Severo Ochoa, CSIC y UAM). La línea recombinante Hand-Gal4 UAS-GFP se 
generó en nuestro grupo para marcar los nefrocitos y los cardiomiocitos. Todos los cruces se 
mantuvieron a 25 ºC o 29 ºC en medio nutritivo estándar. 
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2.2.2 Análisis de la supervivencia de Drosophila. 
Se recolectaron más de 100 machos por genotipo, se transfirieron en tubos que contenían medio 
nutritivo estándar y se mantuvieron a 29 ºC. El número de individuos muertos se cuantificó 
diariamente y las moscas se transfirieron a medio fresco cada 2-3 días. Las curvas de supervivencia 
se obtuvieron utilizando el método de Kaplan-Meier, y las comparaciones estadísticas de las curvas 
se llevaron a cabo de acuerdo con el análisis de log-rank (Mantel-Cox) (α = 0.05). 
 
2.2.3 Inmunofluorescencia 
Los corazones adultos de hembras de 7 días de edad se diseccionaron en PBS 1 X de acuerdo con 
Selma-Soriano et al170, se fijaron con paraformaldehído al 4% durante 20 minutos y se 
permeabilizaron con PBS que contenía 0.3% de Tritón-X (PBS-T) durante 10 minutos, 3 veces. Los 
corazones se bloquearon en una solución de PBS-T que contenía 0.5% de BSA durante 30 minutos a 
temperatura ambiente y se incubaron con anti-Rabphilin humano (Abcam, ab3338). Después de 3 
lavados con PBS-T, se incubó el anticuerpo secundario AlexaFluor-647 (Life Technologies, A31573) 
durante 2 horas a temperatura ambiente. Las imágenes fueron tomadas con el microscopio confocal 
LSM 800 (Zeiss). 
 
2.2.4 Análisis de los parámetros cardiacos 
Los corazones de hembras de 1 semana de edad se diseccionaron como se describió anteriormente 
en Chakraborty M186. Para la grabación, se utilizó un microscopio Leica con una cámara digital de 
alta velocidad, ORCA Flash, (Hamamatsu) y se tomaron grabaciones de 20 segundos a una velocidad 
mínima de 150 imágenes/segundo. Se midieron diferentes parámetros cardíacos utilizando el 
software SOHA187. Los resultados se analizaron mediante la prueba estadística t de Student no 
pareada de dos colas (α = 0.05). 
 
2.2.5 Tinción con faloidina 
Los corazones se diseccionaron en PBS 1 X y se incubaron con faloidina (1: 1000 en PBS-T, # P1951, 
Sigma) durante 20 minutos. Las muestras se montaron en el medio de montaje Vectashield (Vector). 




Los tórax y abdomen de las hembras de 1 semana se diseccionaron y fijaron como se describió 
anteriormente en Selma-Soriano et al171. Las muestras se fijaron en PFA al 1% y glutaraldehído al 2% 
en tampón fosfato 0.2 M durante 30 minutos y se fijaron posteriormente con tetróxido de osmio al 
1% durante 2 horas. Después de deshidratarse, los abdómenes se embebieron en resina epoxi. Se 
obtuvieron secciones semifinas (1.5 μm) y ultrafinas utilizando un ultramicrotomo (Ultracut E, 
Reichert-Jung y Leica). Las secciones se utilizaron para cuantificar el grosor de la pared del corazón. 
Se evaluó un mínimo de 10 secciones de diferentes individuos usando el software ImageJ, y se 




2.3.1 Rabphilin se expresa en el corazón de Drosophila 
 
Para verificar la presencia de la proteína Rph en el tejido cardíaco de Drosophila, realizamos un 
ensayo inmunofluorescente con el anticuerpo anti-rabphilin humano para identificar la proteína 
Rph en el tubo cardíaco de las moscas control y utilizamos el sistema UAS-Gal4 para expresar GFP 
en cardiomiocitos y nefrocitos para facilitar su detección (Hand-Gal414> UAS-GFP en la Figura 2.1 
A-A’’). Observamos previamente la expresión de Rph en nefrocitos, pero ahora confirmamos que 
Rph también se expresa en el tubo cardíaco de Drosophila con un patrón punteado en el citoplasma 
de los cardiomiocitos y con un patrón difuso en los núcleos de estas células (Figura 2.1 A-A’’). Para 
garantizar la especificidad del anticuerpo, realizamos el mismo ensayo con moscas con interferencia 
de la expresión de Rph tanto en cardiomiocitos como en nefrocitos (Hand-Gal4 UAS-GFP> UAS-IR-
Rabphilin, IR-Rph, Figura 2.1 B-B’’), y observamos una reducción importante de la expresión de Rph 
en el tubo cardíaco. Del mismo modo, mostramos previamente la reducción de la señal de Rph en 
los nefrocitos tras la expresión de IR-Rph. Es importante destacar que la interferencia de la expresión 
de Rph restringida a los nefrocitos utilizando el driver específico de nefrocitos Sns-Gal4188 (Sns-Gal4 
UAS-GFP> UAS-IR-Rabphilin) no afectó a la expresión de la proteína Rph en el corazón, aunque la 




Figura 2.1. Rabphilin se expresa en cardiomiocitos de Drosophila. Imágenes confocales de corazones de 
moscas adultas control (A y C) y moscas IR-Rph (B y D) que expresan GFP bajo el control del driver Hand-Gal4 
(A y B) y Sns-Gal4 (C y D). La inmunotinción con anticuerpo anti-Rabphilin (amarillo en A’, B’, C’ y D’) mostró 
presencia de Rph en el corazón de moscas control (A-A’’ y C-C’’) y moscas IR-Rph bajo el control de Sns-Gal4 
(D-D’’); la señal se redujo significativamente en los cardiomiocitos de las moscas IR-Rph (B-B’’). Los núcleos se 
tiñeron con DAPI (azul). Las imágenes corresponden a la sección A4 del abdomen de Drosophila. H y la línea 
roja indica el corazón de Drosophila. Escala = 20 µm. 
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2.3.2 La interferencia de la expresión de Rph en los cardiomiocitos y los nefrocitos altera la 
estructura del corazón.  
 
Observamos previamente alteraciones en la ultraestructura de nefrocitos tras la interferencia de la 
expresión de Rph (Capítulo 1) utilizando el driver Hand-Gal4. Como se sabe que Hand-Gal4 dirige la 
expresión con mayor intensidad en los cardiomiocitos que en los nefrocitos pericárdicos184, también 
utilizamos este driver para estudiar el efecto de la interferencia de la expresión de Rph en la 
estructura del tubo cardíaco de Drosophila. 
Realizamos una tinción con faloidina para ver la organización de las fibras de actina en el tubo 
cardíaco de Drosophila y observamos cambios en los diámetros de las paredes del corazón (Figura 
2.2), y una interrupción significativa de la organización de las fibras (Figura 2.2 B), específicamente, 
el corazón mostró anormalidades en la disposición de miofibrillas transversales en las moscas IR-
Rph bajo el control de Hand-Gal4 (Figura 2.2 B). Por el contrario, la interferencia de la expresión de 
Rph restringida a los nefrocitos, usando Sns-Gal4, no resultó en una desorganización de las fibras 
cardíacas (Figura 2.2 C y D), lo que apoya un papel de Rph en la organización de las fibras cardíacas 
que es independiente de la función de los nefrocitos. 
 
Figura 2.2. La interferencia de la 
expresión de Rph en el corazón promueve 
la interrupción de la disposición de las 
miofibrillas transversales. Imágenes 
confocales del corazón pertenecientes de 
la sección A1 del abdomen de una mosca 
adulta (cámara cónica) bajo el control de 
Hand-Gal4 (A y B) y de Sns-Gal4 (C y D). 
Tinción de faloidina (roja) de tubos 
cardíacos de Drosophila en moscas control 
(A, C) y moscas IR-Rph (B y D). La 
interferencia de la expresión de Rph en los 
cardiomiocitos (B) provoca una 
desorganización de las fibras de actina 
(flecha).   Los    núcleos    se    contrastaron 
        con DAPI (azul). Escala = 20 µm. 
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2.3.3 La interferencia de la expresión de Rph en los cardiomiocitos y los nefrocitos causa 
cardiomiopatía y reducción de la vida media.  
 
Evaluamos la relevancia de la expresión de Rph en la vida media de las moscas silenciando la 
expresión de Rph en cardiomiocitos y nefrocitos utilizando el driver Hand-Gal4 y estudiando las 
curvas de supervivencia en comparación con las moscas control. En adultos, la supervivencia media 
se redujo significativamente de 33.5 días en moscas control a solo 16.5 días en moscas IR-Rph (p 
<0.0001) (Figura 2.3 A). 
La pérdida de nefrocitos promueve defectos en la cardiogénesis y esto puede promover defectos en 
la función cardíaca189–191. Por esta razón, contamos el número de nefrocitos pericárdicos en hembras 
adultas de 1 semana de edad. El número promedio total de nefrocitos pericárdicos no varió, aunque 
el número promedio de nefrocitos funcionales (nefrocitos con una fuerte señal positiva de GFP y 
núcleos intactos) en las moscas IR-Rph se redujo significativamente en comparación con los 
controles (Figura 2.3 B). Dado el fuerte impacto en la supervivencia y el número de nefrocitos 
inducido por la interferencia de la expresión de Rph en cardiomiocitos y nefrocitos, estudiamos los 
efectos de esta manipulación en la función cardíaca. Para estudiar la función cardíaca, se analizaron 
las contracciones cardíacas en corazones de moscas adultas de 1 semana de edad. Descubrimos que 
las hembras IR-Rph tenían un período cardíaco (Heart Period, HP) significativamente más largo en 
comparación con los controles (Figura 2.3 C), probablemente porque el intervalo diastólico (DI) fue 
significativamente mayor en estas moscas, aunque el intervalo sistólico (SI) no fue diferente (Figura 
2.3 C). Es importante destacar que las moscas IR-Rph tuvieron un mayor diámetro diastólico y 
sistólico (EDD y ESD, respectivamente) con respecto a los controles (Figura 2.3 C y D), y que fracción 
de eyección (Fractional Shortening, FS) se vio reducida, aunque no significativamente (Figura 2.3 C). 
El índice de arritmia (AI), un indicador de la variabilidad calculada al dividir la desviación estándar 
del período cardíaco por su mediana, tampoco se modificó (Figura 2.3 C). Estos resultados indican 
que la Rph es necesaria para la función correcta del sistema cardíaco Drosophila. 
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Figura 2.3. La interferencia de la expresión de Rph en cardiomiocitos y nefrocitos produce disfunción 
cardíaca en adultos de Drosophila. A. Las curvas de supervivencia de moscas control (línea negra) y moscas 
IR-Rph (línea gris) bajo el control del Hand-Gal4. El panel A muestra que la interferencia en la expresión de 
Rph, tanto en cardiomiocitos como en nefrocitos, afectó a la supervivencia de las moscas IR-Rph adultas. La 
línea roja horizontal marca la mediana de la supervivencia. B. Número promedio de nefrocitos pericárdicos 
totales y funcionales de moscas control y moscas IR-Rph de 1 semana de edad. C. Representación gráfica en 
diagrama de barras de los parámetros de la función cardíaca adulta. D. Micrografías representativas del 
abdomen de moscas diseccionadas que muestran el tubo cardíaco en la fase diastólica y sistólica. Las líneas 
azules marcan la distancia entre las paredes del corazón en las fases diástole y sístole (EDD y ESD, 




2.3.4 Silenciamiento de la expresión de Rph solo en nefrocitos provoca un aumento en el 
diámetro diastólico y reducción de la vida media.  
 
Se ha descrito que los nefrocitos contribuyen a mantener la función cardíaca normal en las 
moscas52,184,185. Por lo tanto, también estudiamos el efecto de silenciar la expresión de Rph 
exclusivamente en nefrocitos. En moscas adultas que expresan la construcción interferente de Rph 
bajo el control de Sns-Gal4, la vida media se redujo levemente, pero de manera significativa (p 
<0.0001) en comparación con las moscas control (de 28 a 25 días) (Figura 2.4 A). Curiosamente, el 
número promedio total y funcional de nefrocitos presentes en hembras adultas de 1 semana de 
edad fue el mismo para ambos genotipos (Figura 2.4 B). 
Medimos los parámetros cardíacos en el caso de la interferencia de Rph solo en nefrocitos, usando 
el driver Sns-Gal4. En este caso, solo el diámetro diastólico (EDD) estaba alterado significativamente 
en comparación con los controles (p = 0.006, Figura 2.4 C y D). La EDD aumentó ligeramente en las 
moscas que expresaban el RNA de interferencia de Rph en los nefrocitos, mientras que el resto de 
los parámetros cardíacos analizados permanecieron sin cambios (Figura 2.4 C y D). La dilatación de 
la cámara cardíaca pareció ser una característica común de la interferencia de Rph, tanto en los 
cardiomiocitos y los nefrocitos como solo en los nefrocitos. Por lo tanto, esto sugiere que la actividad 
de nefrocitos podría tener una contribución relevante sobre este parámetro. 
Estos datos indican que los efectos de la interferencia de Rph en la vida media y la función cardíaca 
son más fuertes cuando la interferencia afecta tanto a los cardiomiocitos como a los nefrocitos 
simultáneamente, y confirman la relevancia de la función de los nefrocitos en la función cardíaca, 
es decir, estos resultados sugieren que existe un efecto no autónomo a distancia. 
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Figura 2.4. La interferencia de la expresión de Rph en nefrocitos pericárdicos produce una ligera extensión 
del diámetro diastólico en el corazón de Drosophila. A. Curvas de supervivencia de moscas control (línea 
negra) y moscas IR-Rph (línea gris) bajo el control de Sns-Gal4. El panel A muestra que la interferencia de Rph 
en los nefrocitos afectó a la supervivencia de las moscas IR-Rph adultas. La línea roja horizontal marca la 
mediana de supervivencia. B. Número promedio de nefrocitos pericárdicos totales y funcionales de moscas 
control y moscas IR-Rph. C. Representación gráfica en barras de los parámetros de la función cardíaca adulta. 
D. Micrografías representativas del abdomen de la mosca diseccionada que muestran el tubo cardíaco en las 
fases diastólica (EDD) y sistólica (ESD). Las líneas azules representan la distancia entre las paredes del corazón. 
Análisis estadísticos log-rank (Mantel-Cox), *** p <0.001 y t de Student, ** p <0.01. 
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Para una observación más detallada de la morfología del corazón de las moscas IR-Rph, examinamos 
secciones transversales semifinas del tubo cardíaco. En particular, estas secciones mostraron que el 
grosor de la pared del corazón en las moscas con interferencia de la expresión de Rph en el corazón 
era significativamente menor que el de las moscas control (Figura 2.5 A, A’ y C). Sin embargo, el 
grosor de la pared del corazón de las moscas con interferencia solo en los nefrocitos no mostró 
ninguna diferencia estadísticamente significativa con respecto a las moscas control (Figura 2.5 B, B’ 




Figura 2.5. La reducción de la expresión de Rph tiene un impacto en el grosor de la pared del corazón de 
Drosophila. Secciones semifinas de corazones adultos control e IR-Rph bajo el control del Hand-Gal4 (A y A’, 
respectivamente) o Sns-Gal4 (B y B’, respectivamente). Las líneas rojas representan el área seleccionada para 
las mediciones del grosor de la pared del corazón en C y D. Cuantificación del grosor de la pared del corazón 
en moscas control y moscas IR-Rph bajo el control del Hand-Gal4 (C) y Sns-Gal4 (D). El asterisco (*) representa 




El sistema circulatorio de Drosophila está compuesto por pares de cardiomiocitos que tienen fibras 
contráctiles orientadas circularmente; un músculo longitudinal ubicado dorsalmente, tubo cardíaco; 
y nefrocitos pericárdicos192. En las moscas, los nefrocitos se han descrito como análogos a los 
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podocitos de mamíferos y su función es filtrar toxinas y proteínas de la hemolinfa, la cual es el 
equivalente de la sangre de mamíferos38. Estas células expresan genes conservados en podocitos 
humanos y células del túbulo proximal renal que son importantes para la reabsorción de proteínas 
y la endocitosis en invertebrados y mamíferos. Específicamente, mostramos aquí que Rph, una 
proteína bien conservada que actúa como efector de las proteínas Rab, se expresa en el corazón de 
Drosophila. Del mismo modo, mostramos previamente la expresión de Rph en nefrocitos 
pericárdicos (Capítulo 1) y podocitos humanos110.  
La interrelación entre la ERC y la IC es evidente en humanos, pero la forma en que los podocitos 
(nefrocitos) influyen en la función cardíaca no está clara. Esta es una cuestión importante debido al 
potencial para comprender mejor la función de las señales extracelulares que afectan a la biología 
de los cardiomiocitos, con traslación directa a enfermedades humanas. 
En Drosophila, se ha demostrado que los nefrocitos pericárdicos pueden ejercer un efecto paracrino 
en el sistema cardíaco184. Aunque estudios recientes de Hartley et al. no detectaron cambios en la 
supervivencia y en el latido del corazón46 cuando los nefrocitos estaban ausentes debido a la falta 
de expresión de dKfl1549,50,185, otros estudios han asociado la pérdida de nefrocitos a defectos en la 
cardiogénesis189–191. En nuestro estudio, mostramos que la interferencia de la expresión de Rph en 
cardiomiocitos y nefrocitos pericárdicos tiene un fuerte impacto en la supervivencia probablemente 
debido a las alteraciones cardíacas, incluida la prolongación del intervalo diastólico y el 
agrandamiento de las cámaras cardíacas. El número de nefrocitos funcionales también se redujo en 
estas moscas. Estos efectos nocivos se redujeron significativamente cuando la interferencia de Rph 
se restringió a los nefrocitos, ya que solo se detectó un pequeño aumento en el diámetro diastólico 
y el número de nefrocitos no se alteró (Figura 2.6). Es importante destacar que, aunque pequeña, 
esta alteración fue suficiente para causar una reducción significativa de la vida media. Estos datos 
parecen respaldar que la función Rph en el tejido cardíaco es más importante para el rendimiento 
cardíaco y la supervivencia que su efecto en los nefrocitos. Sin embargo, nuestros datos también 
respaldan los estudios previos que muestran un mal funcionamiento cardíaco debido a alteraciones 
en los nefrocitos.  
En el presente estudio, también demostramos que la interferencia de la expresión de Rph en ambos 
tejidos promueve la desorganización de la fibra de actina. Curiosamente, el gen Rph-3A, el homólogo 
de Rph de Drosophila, se une a la proteína actina del citoesqueleto y estimula la reorganización de 
los filamentos de actina113,120. La desorganización de la actina podría estar contribuyendo al 
aumento de los diámetros diastólicos y sistólicos que observamos en las moscas con interferencia 
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de Rph y también podría ser la causa de la disminución del grosor de la pared en el corazón de 
Drosophila. De manera congruente, las mutaciones en los genes que forman parte del citoesqueleto, 
como la actina, los genes que controlan la interacción de la actina con otras proteínas y otras 
alteraciones en el citoesqueleto se han asociado previamente con la aparición de miocardiopatía 
dilatada193–195, una enfermedad asociada con agrandamiento de las cámaras cardíacas en pacientes, 
específicamente, el ventrículo izquierdo. Es de destacar que la interferencia de Rph en los nefrocitos 
(bajo el control del driver Sns-Gal4) produjo un ligero aumento del diámetro diastólico sin causar 
una alteración evidente en la organización de la actina, lo que significa que el efecto a distancia de 
los nefrocitos podría ejercer pequeñas modificaciones en la morfología del corazón (Figura 2.6). No 
obstante, del número de nefrocitos funcionales no se redujo (a diferencia del silenciamiento de la 
expresión de Rph bajo el driver Hand-Gal4). Esto podría deberse al nivel de actividad del driver Sns-
Gal4.  
Se conoce que los nefrocitos regulan los niveles circulantes de múltiples proteínas, como por 
ejemplo la Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine (SPARC) que es una proteína involucrada en 
la función cardiaca de mamíferos52. De una forma similar, el efecto a distancia entre los nefrocitos 
pericárdicos y el corazón, visto en este trabajo, podría deberse a un efecto no autónomo 
desencadenado por la disfunción de los nefrocitos que alteraría los niveles de proteínas y moléculas 
presentes en la hemolinfa y con actividad reguladora sobre el corazón. 
Nuestro trabajo sugiere un papel relevante para la Rph tanto en el corazón como en los nefrocitos, 
lo que sugiere una posible implicación en la homeostasis entre estos dos tejidos, y abre la puerta a 
considerar la relevancia biomédica de las alteraciones genéticas de este gen presente en humanos. 
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Figura 2.6. Modelo gráfico de las alteraciones cardíacas debido a la interferencia de la expresión de Rph en 
el corazón y los nefrocitos pericárdicos de Drosophila. La interferencia de la expresión de Rph en el corazón 
(dirigida por Hand-Gal4) promueve un aumento del EDD y ESD, desorganización de las fibras cardíacas y una 
reducción en la supervivencia. La interferencia de la expresión de Rph en los nefrocitos (dirigida por Sns-Gal4) 














Rab 3 y Rab 27 son necesarios para la función y la estructura de 
los nefrocitos y están implicados en nefropatía diabética en 
Drosophila 
Los resultados de este capítulo están incluidos en: 







Rab 3 y Rab 27 son necesarios para la función y la estructura de los nefrocitos y están 




El sistema excretor de Drosophila melanogaster está formado por los túbulos de Malpighi y por los 
nefrocitos pericárdicos y de Garland40. Los nefrocitos guardan una alta similitud funcional, 
estructural y molecular con los podocitos de los mamíferos y las células del túbulo proximal38. Así 
pues, los nefrocitos realizan funciones de detoxificación de moléculas y partículas presentes en la 
hemolinfa38,40,169. Esta detoxificación conlleva procesos de filtración, reabsorción y endocitosis de 
moléculas. La función de filtración es llevada a cabo a través del poro de los nefrocitos (ND) formado 
por las proteínas Stick-and-stones y Kirre, homólogas a Nephrin y Neph1 en humanos38,196,197. El 
ND/SD marca el límite del tamaño de las moléculas que pueden ser filtradas54. En condiciones 
normales solo las moléculas de tamaño pequeño pueden pasar por este poro de 40 nm hasta llegar 
a los canales laberínticos, donde las partículas son endocitodas o reabsorbidas por el complejo 
Cubilin-Amnionless63. Las moléculas de tamaño molecular grande que no pueden ser filtradas a 
través del ND son endocitadas directamente a través de la membrana del nefrocito. En el proceso 
de tráfico de las vesículas con el cargo endocitado intervienen las proteínas Rab GTPasas con sus 
efectores128. El tráfico vesicular es crítico para el desarrollo, la diferenciación y homeostasis del 
podocito129,179,198 y del nefrocito128 así como para la función de endocitosis y filtración a través de 
los SD o ND, respectivamente69,85,128,199.Las proteínas Rab son reguladoras, coordinadoras y 
organizadoras del transporte vesicular a través del citoesqueleto de todos los tipos celulares, entre 
ellos los nefrocitos128 y los podocitos. Se conoce que Rab 3 y su efector Rabphilin están alterados en 
enfermedades renales en podocitos de ratón y humano110 y en Drosophila128 (Capítulo 1 de esta 
memoria). La interferencia de la expresión de Rabphilin disminuye los niveles de Rab 3 en los 
nefrocitos lo cual se traduce en una disminución de la actividad de la ruta endocítica (Capítulo 1 de 
esta memoria). Además, en enfermedades proteinúricas la expresión de Rab 3 está aumentada en 
humanos110. A pesar de estos resultados, se conoce poco acerca de la función de las proteínas Rab 
y sus implicaciones en enfermedades renales. La gran similitud entre el nefrocitos y los podocitos y 
las células del túbulo proximal de mamíferos ha permitido usar a Drosophila como modelo para el 
estudio de enfermedades renales5,39,168 como el síndrome nefrótico resisten a esteroides 
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(SRNS)39,95,96, la nefropatía diabética88,100,200, enfermedades del túbulo proximal63 y daño renal agudo 
(AKI)201.  
En el presente estudio, hemos caracterizado la función de las proteínas Rab 3 y Rab 27 y la 
implicación de ellas cuando se sobre-activa o infra-activa su función en los nefrocitos, así como el 
papel que ejercen en un modelo de nefropatía diabética.  
Nuestros resultados indican que alteraciones en la función de estas Rabs tienen implicaciones en el 
mantenimiento de estructuras específicas del nefrocito como los ND y los canales laberínticos. 
Concretamente, la falta de función de Rab 3 provocó que los ND y los canales laberínticos estuvieran 
desorganizados impidiendo una correcta filtración y endocitosis de moléculas presentes en la 
hemolinfa. La falta de función de Rab 27 tuvo también los mismos efectos que Rab 3, aunque en 
este caso no fueron tan drásticos. Finalmente, en este estudio demostramos que Rab 3 se encuentra 
sobre-expresada en el modelo de nefropatía diabética y que la activación constitutiva de ésta 
revierte la toxicidad inducida por los altos niveles de azúcar presentes en la hemolinfa.  
 
3.2 Material y métodos 
 
3.2.1. Líneas de Drosophila 
Hand-Gal4, UAS-IR-Rph (número BDSC: 25950), UAS-GFP, DN UAS-Rab3 (número BDSC: 9766), CA 
UAS-Rab3 (número BDSC: 9765), DN UAS-Rab27 (número BDSC: 23267), CA UAS-Rab27 (número 
BDSC: 9811) y yw se obtuvieron del Bloomington Drosophila Stock Center (Universidad de Indiana), 
Sns-Gal4 UAS-GFP se obtuvo de Ruiz-Gómez M (Centro de Biología Molecular Severo Ochoa, CSIC y 
UAM). La línea recombinante Hand-Gal4 UAS-GFP se generó en nuestro laboratorio anteriormente 
(capítulos 1 y 2). Todos los cruces se mantuvieron a 25 ºC en medio nutritivo estándar. Para las 
moscas modelo de nefropatía diabética, hembras adultas recién nacidas se mantuvieron en medio 
suplementado con una concentración 1 M de sacarosa, al menos, durante 1 semana. 
 
3.2.2. Cuantificación del volumen y el número de nefrocitos 
Para el análisis del volumen de los nefrocitos, se diseccionaron corazones de mosca hembra de 1 
semana de edad en PBS 1 X. Se obtuvieron imágenes con el microscopio confocal Zeiss LSM 800 
utilizando un objetivo de aire 10x. Las estructuras 3D se reconstruyeron a partir de imágenes 
confocales utilizando el software IMARIS 7.1 (Bitplane). Para la cuantificación, las características de 
las imágenes confocales fueron invariables dentro de cada experimento. Para el análisis del número 
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de nefrocitos funcionales, solo se contabilizaron las células positivas para GFP con núcleos intactos. 
Los resultados se analizaron mediante el análisis estadístico t de Student no pareada de dos colas (α 
= 0.05), aplicando la corrección de Welch cuando fue necesario. 
 
3.2.2. Inmunofluorescencia 
Los abdómenes de hembras de 1 semana de edad se diseccionaron en PBS 1X según el protocolo de 
Selma-Soriano et al. 2018170, se fijaron con paraformaldehído al 4% (PFA) en PBS durante 20 min y 
se permeabilizaron lavando 3 veces con PBS suplementado con 0.3% de Tritón-X (PBS-T) durante 10 
minutos cada uno. Luego, los corazones con nefrocitos pericárdicos se bloquearon en PBS-T que 
contenía BSA al 0.5% durante 30 minutos a temperatura ambiente y se incubaron con los 
anticuerpos primarios correspondientes (1: 100 o 1:50) durante toda la noche a 4 °C. Los anticuerpos 
primarios utilizados fueron anti-Rph (Abcam, ab3338; con 50% de similitud), anti-Rab 3 (BD 
Bioscience) anti-Rab 27 (BD Bioscience), anti-Klf15 (Abcam, ab22851; con 59% de similitud), y anti-
Sns y anti-Kirre (obtenidos del grupo de la Dr. Abmayr, Stowers Institute). Después de 3 lavados con 
PBS-T, los anticuerpos secundarios (1: 200), AlexaFluor-647 (Life technologies, A31573), anti-ratón 
biotinilado (Sigma-Aldrich, B7264) y anti-conejo biotinilado (Sigma- Aldrich, B8895) se incubaron 
durante 2 horas a temperatura ambiente. Los corazones con nefrocitos pericárdicos se incubaron 
con solución ABC (kit ABC, VECTASTAIN) durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido de 
lavados e incubación con estreptavidina-TexasRed (Vector, 1: 500). Todas las imágenes se tomaron 
con un microscopio confocal LSM 800 (Zeiss) y se procesaron con el software ZEN 7.1. 
 
3.2.3. Ensayo de toxicidad 
Se transfirieron 20 larvas de primer estadio (L1) de cada genotipo a viales suplementados con 0.01% 
de AgNO3 y se mantuvieron a 25 ºC. El número de larvas que alcanzaron el estado pupal se cuantificó 
para determinar la toxicidad. Los resultados se analizaron mediante el análisis estadístico t de 
Student no pareada de dos colas (α = 0.05), aplicando la corrección de Welch cuando fue necesario. 
El experimento se realizó al menos con 5 réplicas. 
 
3.2.4. Análisis de la supervivencia de Drosophila. 
Se recogieron más de 50 machos recién nacidos por genotipo, se transfirieron a tubos que contenían 
medio suplementado con AgNO3 al 0.01% o con 1 M de sacarosa y se mantuvieron a 29 ºC. El número 
de muertes se registró diariamente y las moscas se transfirieron a medio fresco cada 2 o 3 días. Las 
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curvas de supervivencia se obtuvieron utilizando el método de Kaplan-Meier, y el análisis estadístico 
de las curvas de supervivencia se llevó a cabo de acuerdo con la prueba de log-rank (Mantel-Cox) (α 
= 0.05). 
 
3.2.5. Análisis in vivo de la filtración y la captación de moléculas de dextrano  
Se diseccionaron corazones de hembras adultas en hemolinfa artificial y se incubaron con 0.1 mg / 
ml de dextrano de 10-kD (AlexaFluor568, Invitrogen) o con 0.1 mg / ml de dextrano de 70-kD 
(ThermoFisher, D1830). Después de 15 minutos de incubación, los corazones con nefrocitos 
pericárdicos se lavaron 3 veces con PBS 1 X. Inmediatamente, el tejido, con los nefrocitos 
pericárdicos, se montó para obtener imágenes confocales (LSM 800, Zeiss). Se analizaron como 
mínimo 2 nefrocitos de al menos 3 moscas de cada genotipo. Los resultados se analizaron mediante 
el test estadístico t de Student no pareada de dos colas (α = 0.05). 
 
3.2.6 Cuantificación de niveles de transcritos mediante PCR en tiempo real. 
Para realizar la reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real (RT-qPCR), el ARN se aisló primero 
usando el reactivo Trizol (Invitrogen) de 50 corazones adultos, de 1 semana de edad, diseccionados 
con nefrocitos. La pureza y concentración del ARN se determinó con Nanodrop-1000 (Thermo 
Scientific). El ARN total (1 μg) se transcribió inversamente con Superscript II (Invitrogen). La RT-qPCR, 
mediante SYBR-Green, se realizó con el sistema de PCR en tiempo real QuantStudio 5 (Applied 
Biosystems). Rp49 y Tub48B se usaron como genes de referencia endógena. En todos los casos, la 
expresión relativa de los genes endógenos y del grupo control se obtuvo mediante el método 2-
∆∆Ct. Se compararon pares de muestras utilizando la prueba estadística t de Student no pareada de 
dos colas (α = 0.05), aplicando la corrección de Welch siempre que fuera necesario. El experimento 
se realizó por triplicado. 
 
3.2.7. Ensayos de luminiscencia y fluorescencia 
Para el ensayo de luciferasa, se homogeneizaron 5 machos con 200 µl de tampón CCL 1 X (kit 
Promega E1500). Se transfirieron 40 µl del homogenizado a una placa de 96 pocillos con 20 µl de 
luciferina (kit Promega E1500) y se midió la señal de luminiscencia con un lector de microplacas 
(Infinite M200 Pro, TECAN). El experimento se realizó al menos con 5 muestras biológicas. Para el 
ensayo de fluorescencia, se diseccionaron abdómenes de hembras de 1 semana de edad en PBS 1X. 
Inmediatamente, se montaron los corazones con nefrocitos pericárdicos para la obtención de 
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imágenes confocales (LSM 800, Zeiss). Se analizaron al menos 2 nefrocitos de 7 moscas de cada 
genotipo. Los resultados se analizaron mediante la prueba estadística t de Student no pareada de 
dos colas (α = 0.05). 
 
3.2.8. Análisis de las estructuras celulares del nefrocito de imágenes tomadas con microscopio 
electrónico de transmisión (TEM) 
Se diseccionaron y procesaron abdómenes con el corazón y los nefrocitos pericárdicos de hembras 
de 1 semana de edad como se describió previamente en Selma-Soriano et al. 2018171. Los 
abdómenes se fijaron en PFA al 1% y glutaraldehído al 2% en tampón fosfato 0.2 M durante 30 
minutos y se fijaron posteriormente con tetróxido de osmio al 1% durante 2 horas. Después de 
deshidratarse, los abdómenes se embebieron en resina epoxi. Se obtuvieron secciones semifinas 
(1.5 μm) y ultrafinas utilizando un ultramicrotomo (Ultracut E, Reichert-Jung y Leica). Las muestras 
se analizaron usando un microscopio electrónico de transmisión JEOL JEM-1010 a un voltaje de 80 
kV. 
El número de ND de los nefrocitos se analizó con imágenes de TEM a un aumento de X8000. El 
tamaño del poro se midió a tres niveles diferentes (sitio de poro más interno, medio y exterior) en 
imágenes con un aumento de X30000. El número de endosomas y lisosomas se obtuvo a partir de 
imágenes X800 que contenían una sección de las células completas. El experimento se realizó por 
triplicado. Los resultados se analizaron mediante la prueba estadística t de Student no pareada de 




3.3.1 Las proteínas Rab 3 y Rab 27 son necesarias para el mantenimiento del estado funcional 
de los nefrocitos pericárdicos. 
 
Una de las formas de saber si el nefrocito presenta fallos en su función de filtración y reabsorción 
de moléculas es observar o determinar cambios en su volumen o su tamaño, lo cual es indicativo de 
una alteración en el citoesqueleto100. Para ello, tomamos imágenes con el confocal y reconstruimos 
las imágenes 3D con el software Imaris, observamos que el volumen medio de los nefrocitos que 
expresaban las construcciones de activación constitutiva (CA) para las Rab 3 y 27 era 
significativamente mayor con respecto a los nefrocitos control (Figura 3.1 A). Además, estos 
96 
nefrocitos presentaron índices de dispersión de volumen, calculado como SD volumen/mediana, 
significativamente superiores comparado con el control (Figura 3.1 B). Con respecto a las 
construcciones dominante negativa (DN) de las proteínas Rab, los nefrocitos con expresión de Rab 
27 DN presentaron un volumen medio inferior al control, mientras que los nefrocitos con expresión 
Rab 3 DN mostraron un volumen medio igual (Figura 3.1 A). No obstante, los índices de dispersión 
de volumen de ambos genotipos fueron significativamente superiores con respecto al control 
(Figura 3.1 B). Estos resultados sugieren que alteraciones en el grado de función de las Rabs (ya sea 
por una falta o ganancia de función) tienen un impacto en el volumen del nefrocito y por 
consiguiente en su función.  
 
 
Figura 3.1. Los nefrocitos pericárdicos de Drosophila requieren Rab 3 y Rab 27 para mantener el número 
funcional y el volumen de nefrocitos. Volumen de nefrocitos (µm3) (A) e índice de dispersión del volumen de 
nefrocitos (B) de hembras adultas de 1 semana de edad. Número promedio de nefrocitos totales (C) y 
nefrocitos funcionales (D) de hembras adultas de 1 semana de edad. Prueba estadística t de Student (α =0.05). 
* p <0.05, ** p <0.001, **** p <0.0001. 
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Otra de las características para determinar si hay una alteración en el sistema excretor de Drosophila 
es cuantificar el número de nefrocitos. Para ello, se diseccionaron hembras de una semana de edad 
y se cuantificaron tanto el número medio de nefrocitos totales (Figura 3.1 C) como el número de 
nefrocitos funcionales (Figura 3.1 D), que se caracterizan por ser células GFP positivas y por poseer 
una membrana y núcleo no fragmentado. A una semana de edad, observamos que el número total 
de nefrocitos era menor en aquellas moscas que expresaban la versión CA de Rab 3 y la versión DN 
de Rab 27 (Figura 3.1 C), en el resto de los genotipos no se vio una pérdida del número de nefrocitos 
pericárdicos. No obstante, la cuantificación del número de nefrocitos funcionales mostró que tanto 
las moscas con la versión CA como la DN de ambas Rab presentaron una pérdida del número de 
nefrocitos funcionales con respecto al control (Figura 3.1 D). Para determinar si la pérdida del 
número de nefrocitos se debía a un proceso de desdiferenciación realizamos un ensayo de 
inmunofluorescencia con el marcador de diferenciación específico de nefrocito, Klf15, tanto para 
los constructos de Rab 3 (Figura 3.2), como para los constructos de Rab 27 (Figura 3.3). El ensayo de 
inmunofluorescencia con el anticuerpo humano anti-Klf15 en nefrocitos que expresaban tanto la 
isoforma CA como la DN de Rab 3 (Figura 3.2) y de Rab 27 (Figura 3.3), reveló que la señal de Klf15 
en estas células era más baja con respecto a las nefrocitos pericárdicos control, a excepción de los 
nefrocitos con expresión de la isoforma CA de la Rab 27, cuya señal de Klf15 era prácticamente 
inexistente.  
Estos resultados sugieren que los nefrocitos con alteraciones en la función de Rab 3 (CA y DN) y la 
versión DN de Rab 27 podrían encontrarse en un proceso de desdiferenciación. En el caso de los 
nefrocitos que expresaron la isoforma Rab 27 CA, el resultado indica que estos nefrocitos están 
desdiferenciados. Además, el patrón de expresión de la proteína GFP cambió su distribución en la 
célula, no haciéndose visible señal GFP en el núcleo y con una señal menos intensa y más difusa en 
el citoplasma comparado con el control. Esto explicaría la pérdida de nefrocitos (Figura 3.1 C y D). 
También se conoce que niveles reducidos de Klf15 en los podocitos hacen que éstos sean más 
susceptibles a cualquier estrés o daño, lo que desencadena la pérdida de estas células50. Además, 
esto indica que su función filtradora y endocítica también se encuentra alterada ya que ésta es 
dependiente de la función del gen Klf1549. 
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Figura 3.2. Las isoformas CA y DN para Rab 3 mostraron una disminución de la señal del marcador de 
nefrocitos diferenciados Klf15. La versión Rab 3 DN también presentó disminución de la señal Rph en los 
nefrocitos pericárdicos. Imágenes confocales de nefrocitos pericárdicos de moscas adultas que expresan el 
gen reportero GFP (verde en A, B y C) bajo el control del Hand-Gal4. La inmunotinción con anticuerpo anti-
klf15 (rojo en A’, B’ y C’) mostró una señal más baja en los nefrocitos que expresan la versión CA (B’’) y DN 
(C’’) de Rab 3 en comparación con el control. La inmunotinción con anticuerpo anti-Rph (A’’, B’’ y C’’) reveló 
una disminución de la señal Rph de nefrocitos pericárdicos que expresan la versión CA y DN de Rab 3 en 
comparación con el control. Escala = 5 µm. 
 
Por otra parte, también se realizó un ensayo inmunohistoquímico con el anticuerpo humano anti-
Rph, ya que la proteína Rph es un efector tanto de Rab 3 como de Rab 27 y es necesaria para su 
función (capítulo 1). El ensayo reveló que, la señal de Rph en los nefrocitos Rab 3 CA cambió su 
distribución, que pasó de una forma difusa y punteada en el control (Figura 3.2 A’’) a una forma 
exclusivamente más punteada con mayor intensidad de señal (Figura 3.2 B’’). En cambio, para los 
nefrocitos que expresaron la isoforma Rab 3 DN, la señal de Rph disminuyó con respecto a los 
nefrocitos control (Figura 3.2 C). Este resultado indica que Rab 3 sería necesaria para mantener los 
niveles de Rph adecuados en las células. 
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Al realizar el mismo ensayo de inmunofluorescencia con el anticuerpo humano anti-Rph en las 
moscas con expresión de la versión CA de Rab 27, la señal de Rph prácticamente desapareció (Figura 
3.3 B’’). No obstante, en las moscas Rab 27 DN, la señal de Rph no mostró cambios en cuanto a la 
intensidad de la señal, aunque sí se observó un patrón de señal con puntos de mayor tamaño con 
respecto a las moscas control (Figura 3.3 A’’ y C’’). Este resultado sugiere que la pérdida de la función 
de Rab 27 no es tan comprometida como la pérdida de función de Rab 3 (isoforma DN). No obstante, 




Figura 3.3. Las construcciones CA y DN de Rab 27 provocan una disminución en la intensidad de la señal del 
marcador de nefrocitos diferenciados, klf15, y un cambio en la distribución de la señal de Rph en los 
nefrocitos pericárdicos. Imágenes confocales de nefrocitos de moscas adultas que expresan el reportero GFP 
(verde en A, B y C) bajo el control de Hand-Gal4. La inmunotinción con anticuerpo anti-klf15 (rojo en A’, B’ y 
C’) mostró una señal más baja en los nefrocitos que expresan la versión CA (B’) y DN (C’’) de Rab 27 que en los 
nefrocitos control. La inmunotinción con anticuerpo anti-Rph (A’’, B’’ y C’’) reveló cambios en el nivel y la 
distribución de la señal de Rph en los nefrocitos pericárdicos que expresaban la versión CA y DN de Rab 27, 
respectivamente, en comparación con el control. Escala = 5 µm. 
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3.3.2 La disfunción de las proteínas Rab en los nefrocitos altera el tráfico vesicular y la 
reabsorción molecular de los nefrocitos pericárdicos. 
 
Otra de las formas para conocer si el nefrocito conserva su función filtradora y endocítica es a través 
de la ingesta de una toxina, como el nitrato de plata (AgNO3). Este es endocitado por los nefrocitos 
si éstos funcionan adecuadamente. En caso de que las células no puedan ejercer su acción filtradora 
y endocítica, la toxina se va acumulando en la hemolinfa lo que resulta tóxico y se traduce en una 
disminución de la supervivencia. Para determinar si la alteración de la función de las Rab 3 y Rab 27 
tienen un impacto en la endocitosis de esta toxina, se alimentaron larvas L1 y moscas adultas con 
expresión de las construcciones CA y DN para la Rab 3 y Rab 27 con comida suplementada con 0.01% 
de AgNO3 (Figura 3.4 A). Se cuantificó el número de larvas que llegaron a estado de pupa y se observó 
que las larvas con expresión CA de Rab 3 presentaron un porcentaje de pupación significativamente 
mayor que las moscas control (Figura 3.4 A). No obstante, el resto de los genotipos no mostraron 
cambios (Figura 3.4 A). Se analizaron las curvas de supervivencia de los adultos alimentados con 
AgNO3 y se observó que las construcciones DN de Rab 3 y Rab 27 mostraron una significativa 
reducción de la vida media con respecto al control. Además, todos los genotipos mostraron una vida 
máxima significativamente reducida con respecto al control (Figura 3.4 B). Estos resultados sugieren 
que la función de Rab 3 en la detoxificación de compuestos parece ser más crítica que la de Rab 27. 
Además, la activación constitutiva de Rab 3 parece ser beneficiosa para la detoxificación de AgNO3 
en estadio de larva, mientras que la versión DN de Rab 3 parece ser perjudicial para la detoxificación 
en adultos.  
Las moléculas presentes en la hemolinfa pueden ser endocitadas a través de la membrana basal del 
nefrocito o filtradas a través de la hendidura de filtración (ND) para su posterior reabsorción o 
endocitosis en la parte más profunda del canal laberíntico por parte del sistema Cubilin-Amnionless. 
Estos procesos de captación de moléculas son dependientes del tamaño. Así, las moléculas más 
grandes son captadas mediante endocitosis mientras que las más pequeñas pasan a través de los 
ND; las moléculas intermedias podrían pasar a través de ambos procesos. Para conocer si ambos 
procesos se encuentran alterados en los nefrocitos in vivo, se utilizaron una serie de moléculas de 
dextrano marcadas con un fluoróforo de distinto tamaño, mientras que las moléculas de dextrano 
de 10-kD atraviesan los ND, las moléculas de 70-kD pueden entrar mediante endocitosis directa o a 
través del complejo Cubilin-Amnionless.  
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Diseccionamos los abdómenes de hembras de una semana de edad y los incubamos con dextrano 
de 10- y 70-kD para observar la función de los nefrocitos. Observamos que el dextrano de menor 
tamaño era principalmente captado por las isoformas de Rab 3, mientras que la isoforma DN de Rab 
27 lo captó de una forma deficiente con respecto al control (Figura 3.4 M). En cambio, con el 
dextrano de mayor peso molecular (70-kD), los nefrocitos Rab 3 DN y Rab 3 CA no pudieron 
retenerlo (Figura 3.4 N). Estos resultados sugieren que Rab 3 es necesaria para realizar 
correctamente la endocitosis. Además, también parece ser importante para la formación de los ND 
ya que las partículas más pequeñas (10-kD) son filtradas con mayor facilidad que en el caso de los 
nefrocitos control. En el caso de Rab 27, los resultados sugieren que ésta no tendría un papel tan 
relevante en la endocitosis. Sin embargo, sí tendría un papel importante en la filtración a través de 
los ND ya que las moléculas de dextrano de 10-kD no son captadas tan eficientemente como en el 
caso control (Figura 3.4 C-N). 
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Figura 3.4. Rab 3 y Rab 27 
son necesarios para la 
filtración y la endocitosis en 
nefrocitos. A. Porcentaje de 
larvas L1 con CA y DN para la 
Rab 3 y 27 que llegaron a 
estadio de pupa con comida 
suplementada con 0.01 % de 
AgNO3. B. Curvas de 
supervivencia de machos 
adultos que expresan las 
versiones CA y DN de la Rab 
3 y Rab 27, alimentados con 
comida suplementada con 
0.01 % de AgNO3. C-N. 
Ensayo de captación de 
dextrano fluorescente. C-L’. 
Imágenes confocales de 
nefrocitos controles (Hand-
Gal4> UAS-GFP en C y C’ y D 
y D’) y nefrocitos que 
expresan las versiones CA y 
DN de Rab 3 y Rab 27 
incubados con dextrano de 
10-kD (rojo en C, C’, E, E’, G, 
G’, I, I’, K y K’) y 70-kD (rojo 
en D, D’, F, F’, H, H’, J, J’, L y 
L’). M y N. Cuantificación de 
la captación de dextrano 10-
kD (M) y 70-kD (N). Escala 
=20 µm. Prueba estadística t 
de Student (α = 0.05.). * p 
<0.05, ** p <0.001. 
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3.3.3 Las proteínas Rab son necesarias para la integridad de los ND y los canales laberínticos de 
los nefrocitos pericárdicos de Drosophila. 
 
Para determinar si la alteración de la función de las proteínas Rab tenía un impacto en las estructuras 
subcelulares típicas o específicas de los nefrocitos, analizamos mediante microscopía electrónica de 
transmisión (TEM), la membrana basal, los canales laberínticos y los ND. El número de ND por µm 
no cambió significativamente en ninguno de los genotipos (Figura 3.5). No obstante, los nefrocitos 
que expresaban la versión DN de Rab 3 presentaron NDs desorganizados, sin la forma que los 
caracteriza (Figura 3.5 y Figura Anexo 3.1). Además, en algunas de las zonas había un número 
significativamente mayor de NDs (Figura Anexo 3.1), mientras que en otras zonas había ausencia o 
un número muy reducido de hendiduras (Figura Anexo 3.1). No se pudo determinar el tamaño de 
los poros de los nefrocitos Rab 3 DN debido al alto grado de desorganización (Figura 3.5). No 
obstante, las imágenes sugieren que el tamaño podría ser significativamente menor con respecto a 
los controles (Figura 3.5 y Figura Anexo 3.1). Asimismo, la membrana basal estaba ausente en estos 
nefrocitos Rab 3 DN (Figura 3.5 y Figura Anexo 3.1). Los nefrocitos Rab 27 CA y Rab 27 DN mostraron 
un tamaño de hendidura de filtración significativamente mayor con respecto a los controles. Sin 
embargo, los NDs de los nefrocitos Rab 3 CA presentaron un tamaño de poro significativamente 
menor (Figura 3.5). Estos resultados indican que la perturbación de la actividad normal de las 
proteínas Rab 3 y Rab 27 tienen un impacto en la formación o establecimiento de la hendidura de 
filtración de los nefrocitos. 
Encontramos que los canales laberínticos estaban ausentes en los nefrocitos Rab 3 DN (Figura 3.5). 
En los nefrocitos que expresaron la versión CA para Rab 3 y Rab 27, y DN para Rab 27, los canales 
eran de tamaño menor o estaban ausentes con respecto al control (Figura 3.5). También se 
cuantificó el número de endosomas y lisosomas para determinar posibles alteraciones en la ruta 
endocítica y en el procesado de las moléculas captadas por los nefrocitos pericárdicos. El número 
de endosomas fue significativamente menor para los genotipos con activación constitutiva pero no 
para los que expresaban la versión dominante negativa de las Rabs. Curiosamente, en los nefrocitos 
Rab 3 DN se observó un mayor número de endosomas sin cargo internalizado comparado con los 
nefrocitos control (Figura Anexo 3.1). En el número de lisosomas no se observó ningún cambio en 
las moscas Rab 27 CA y Rab 27 DN, aunque sí se observó una reducción y una tendencia decreciente 
en las moscas Rab 3 CA y Rab 3 DN, respectivamente (Figura 3.5). Estos resultados sugieren que la 
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ruta endocítica y de procesado de moléculas se encuentra alterada cuando hay una desregulación 










Figura 3.5. Rab 3 y Rab 27 son esenciales para mantener las estructuras de los NDs y los canales laberínticos 
de los nefrocitos. En comparación con las moscas control (A y A´) y las moscas Rab 3 CA (B y B’), los nefrocitos 
Rab 3 DN (C y C’), Rab 27 CA (D y D’) y Rab 27 DN (E y E’’) no tenían canales laberínticos o estaban reducidos 
(asterisco, *). Además, los nefrocitos Rab 3 DN mostraron unos ND desorganizados y ausencia de membrana 
(C’). F. Número de endosomas. G. Número de lisosomas. H. Número de NDs/µm. I. Tamaño del poro. Escala, 
4 µm en A-E; 200 nm en A-E’. Test estadístico t de Student de dos colas (α = 0.05). *p<0.05, ** p <0.01, 
***p<0.001, ****p<0.0001. J. Ensayo inmunohistoquímico contra las proteínas Sns y Kirre en nefrocitos 
control, IR-Rph, Rab 3 CA, Rab 3 DN, Rab 27 CA y Rab 27 DN. Escala = 10 µm. 
 
Los ensayos inmunohistoquímicos contra las proteínas Sns y Kirre revelaron cambios en la 
intensidad y la distribución de la señal de estas proteínas. La intensidad de la señal de la proteína 
Sns se redujo en todos los genotipos excepto en los nefrocitos Rab 3 CA, en los que se ve claramente 
una mayor intensidad con respecto al control (Figura 3.5 J). El ensayo inmunohistoquímico con el 
anticuerpo anti-Kirre mostró cambios en la distribución de la señal de la proteína en el caso de los 
nefrocitos Rab 3 DN, cuya señal pasó de ser difusa y homogénea, en los nefrocitos control, a ser 
punteada e irregular (Figura 3.5 J). Además, la señal de Kirre se vio aumentada en los nefrocitos con 
activación constitutiva de ambas proteínas Rab, pero fue significativamente menor en el caso de los 
nefrocitos con interferencia de la expresión de Rph (IR-Rph) y los nefrocitos Rab 27 DN (Figura 3.5 
J). 
Estos resultados indican que las proteínas Rab podrían estar implicadas en la formación y el 
mantenimiento de la hendidura de filtración del nefrocito. Los datos sugieren que la activación 
constitutiva de Rab 3 tiene un efecto positivo en cuanto a la cantidad de proteínas Sns y Kirre, lo 
cual se reflejaría en la tendencia creciente del número de NDs por µm (Figura 3.5 H). Además, la 
disminución o alteración de la señal de Sns y Kirre en el resto de genotipos explicarían la 
desorganización de los NDs vistos en las imágenes de microscopía electrónica (Figura 3.5 C’ y E’). 
 
3.3.4 El papel de las proteínas Rab en un modelo de nefropatía diabética en Drosophila. 
 
La diabetes es uno de los principales factores de riesgo para la aparición de la ERC. 
Aproximadamente, el 40 % de los pacientes con diabetes desarrollan alguna enfermedad renal 
durante su vida. Factores genéticos y ambientales determinan la susceptibilidad a desarrollar una 
nefropatía diabética154,202. Es por ello que es necesario identificar mecanismos de inicio y de 
progresión de la enfermedad con el fin de hallar un tratamiento efectivo que pueda enlentecer o 
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revertir la nefropatía diabética. Se ha utilizado la mosca como modelo de nefropatía diabética, en 
el que se ha observado, al igual que en humanos, determinados fenotipos diabéticos como aparición 
de hiperlipidemia, resistencia a la insulina, cardiomiopatías y, concretamente, una pérdida en la 
formación de la hendidura de filtración con la consecuente pérdida de funcionalidad100. 
Se conoce que las pequeñas proteínas Rab GTPasas están involucradas en la nefropatía diabética. 
Las proteínas Rab 34 y Rab 38 están implicadas en la regulación de la membrana extracelular del 
glomérulo y en el aumento de excreción urinaria de albúmina en la nefropatía diabética, 
respectivamente166,203.  
Para dilucidar la implicación de las proteínas GTPasas Rab 3 y Rab 27 y su efector Rph en un modelo 
de nefropatía diabética, llevamos a cabo experimentos de supervivencia con larvas y moscas 
diabéticas que expresaban las versiones CA y DN para estas Rab y moscas knockdown para Rabphilin. 
Para el análisis de la supervivencia en estado larvario, cuantificamos el número de larvas L1 que 
llegaron a pupa (% de pupación). Observamos que el % de pupación de larvas IR-Rph y de Rab 3 DN, 
sembradas en un medio con una concentración 1 M de sacarosa, fue significativamente menor que 
las larvas control sembradas en el mismo medio (Figura 3.6 A); no hubo ningún efecto en el resto 
de genotipos (Figura 3.6 A). El análisis de las curvas de supervivencia de los adultos diabéticos reveló 
una vida media y una vida máxima reducida con respecto a las moscas control; sobre todo en las 
moscas IR-Rph. Sin embargo, las moscas que expresaron la CA de Rab 3 presentaron una vida media 
total mayor que las moscas control (Figura 3.6 B). Estos resultados indican que, en condiciones de 
estrés por hiperglucemia, cambios en la actividad de las Rab y la interferencia de Rph en los 
nefrocitos empeoran la funcionalidad de estas células provocando mayor toxicidad por azúcar, 
traduciéndose en mayor mortalidad. Sin embargo, curiosamente Rab 3 CA parece que tiene una 
tendencia a mejorar cierto grado de la toxicidad por hiperglucemia. 
Para determinar el nivel de captación de glucosa de los distintos genotipos, incubamos los nefrocitos 
con 2-NBDG, un análogo fluorescente de la glucosa (Figura 3.6 C). Los resultados mostraron que, al 
igual que las gráficas de supervivencia, los moscas con expresión de Rab 3 DN, Rab 27 CA e IR-Rph, 
retuvieron significativamente menor cantidad de 2-NBDG, mientras que las moscas Rab 3 CA 
presentaron una tendencia, aunque no significativa, a captarla más (Figura 3.6 C).  
Estos resultados sugieren que las moscas Rab 3 DN e IR-Rph, al captar menor cantidad del análogo 
de glucosa (Figura 3.6 C), ésta permanece circulando en la hemolinfa, lo que resulta tóxico para el 
organismo y se traduce en un menor porcentaje de pupación y una mayor mortalidad en adultos 
(Figura 3.6 A y B). 
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Con el fin de identificar cambios en el nivel de la expresión de la Rab 3, Rab 27 y Rph en los nefrocitos 
de las moscas diabéticas, realizamos un análisis de RT-qPCR. La expresión del gen Rph no se pudo 
determinar mediante este ensayo. No obstante, observamos que, aunque no hubo cambios en la 
expresión de Rab 27 (Figura 3.6 E), la expresión de Rab 3 fue 4 veces superior en los nefrocitos de 
moscas diabéticas comparado con los de las moscas control (Figura 3.6 D). Realizamos un ensayo de 
inmunofluorescencia contra las proteínas Rab 3, Rab 27 y Rph para determinar cambios en el patrón 
de expresión de éstas. No se observaron cambios en la señal de Rab 27 entre los nefrocitos de 
moscas diabéticas y moscas control (Figura 3.6 H-I’’’ y 3.6 L). En cambio, la señal de Rab 3 y Rph se 
vio afectada. El patrón de señal de Rab 3 cambió, pasó a ser una señal más punteada y difusa (Figura 
3.6 F’ y G’), aunque los niveles de la señal no cambiaron (Figura 3.6 J). La señal de Rph disminuyó 
significativamente en los nefrocitos de las moscas diabéticas en comparación con los controles 
(Figura 3.6 F’’, G’’, H’’, I’’ y K).  
Nuestros resultados sugieren que tanto Rab 3 como su efector Rph podrían tener un papel relevante 
en la aparición y progresión de la nefropatía diabética ya que la disminución de la actividad o la 





Figura 3.6. Los niveles de expresión de Rab 3 y de proteína de Rph se encuentran alterados en el modelo de 
nefropatía diabética de Drosophila. A. Porcentaje de larvas L1, con expresión CA y DN para la Rab 3 y 27 e IR-
Rph, que llegaron a pupa (% pupation) bajo condiciones de hiperglucemia. B. Curvas de supervivencia de 
machos adultos que expresan las versiones CA y DN de la Rab 3 y 27 e IR-Rph, alimentados con comida 
suplementada con 1 M de sacarosa. C. Cuantificación e imágenes confocales de la captación de 2-NBDG 
(verde) de nefrocitos CA, DN de Rab 3 y Rab 27, IR-Rph y control. D y E. RT-qPCR para cuantificar los niveles 
de expresión de Rab 3 y Rab 27 en nefrocitos control y diabéticos, en relación con los controles endógenos. F-
I’’’. Imágenes de microscopía confocal de nefrocitos control (F-F’’’ y H-H’’’) y nefrocitos diabéticos (G-G’’’ y I-
I’’’). La inmunotinción mostró un cambio en el patrón de señal de Rab 3 (en rojo en G’) y una disminución de 
la señal de Rph (en amarillo en G’’ e I’’) en los nefrocitos de moscas diabéticas, pero no se observaron cambios 
en la señal de Rab 27 (en rojo en H’ e I’). J-L. Cuantificación de la inmunotinción de la señal de Rab 3, Rab 27 




Las proteínas Rab, proteínas involucradas en regular, coordinar y organizar el tráfico vesicular en 
diversos tipos celulares podrían estar implicadas en el mantenimiento e integridad de los nefrocitos 
y los podocitos. Así pues, se ha visto que algunas proteínas Rab como son la Rab 8, Rab 5, Rab 34 y 
Rab 38 son esenciales para el funcionamiento de los podocitos. En este trabajo, nos proponemos 
determinar el papel de las proteínas Rab 3, Rab 27 y su efector Rabphilin en un modelo de daño 
renal en Drosophila. En el presente estudio mostramos que Rab 3 y Rab 27 tienen una función 
relevante en la filtración, endocitosis y en el mantenimiento del estado diferenciado de los 
nefrocitos.  
Una alteración en el transporte vesicular de las células conlleva a la desorganización del 
citoesqueleto de éstas y a la consecuente pérdida de función. Alteraciones en la actividad de las 
proteínas Rabs en los nefrocitos tuvieron un impacto en el citoesqueleto, tal y como se muestra en 
la Figura 3.1 y la Figura 3.5, donde hay una variación en el volumen del nefrocito y una reducción 
del tamaño de los canales laberínticos, respectivamente. Además, esta alteración de su morfología 
también es indicativo de un estado no diferenciado de estas células, lo cual se observa en las Figuras 
3.2 y 3.3. 
Estudios anteriores indican que al menos el complejo Rabphilin-Rab3 estaría implicado en la 
endocitosis (Capítulo 1). Las imágenes TEM mostraron en los nefrocitos Rab 3 DN, NDs 
desorganizados y con un tamaño de poro aparentemente menor que los controles (no medible por 
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la falta de estructura), además de la completa ausencia de los canales laberínticos, esto podría 
explicar la mayor captación de moléculas pequeñas (de 10-kD) y la menor captación de las grandes 
(70-kD) (Figura 3.4). Los nefrocitos Rab 3 CA que presentaron cambios estructurales como tamaño 
de la hendidura de filtración más pequeño, tuvieron menor mortalidad larvaria (mayor porcentaje 
de pupación, Figura 3.4 A) y mayor vida máxima que las moscas control (Figura 3.6 B) en presencia 
de toxinas. Esto se correlaciona con la mayor tasa de captación de dextrano de 10-kD, lo que 
indicaría y confirmaría la importancia de la Rab 3 en la endocitosis de moléculas en los nefrocitos. 
No obstante, el número de endosomas fue significativamente menor con respecto al control, por lo 
que se esperaría que la ruta endocítica fuera menos activa. Además, el ensayo inmunohistoquímico 
de los nefrocitos de las moscas Rab 3 CA mostró que la señal de Sns y Kirre era mayor en estas 
células que en las moscas control, por lo que Rab 3 también podría estar implicada en la formación 
de los NDs o al menos en el transporte y la localización de Sns. Esto explicaría porqué los nefrocitos 
Rab 3 DN tienen los NDs desorganizados. Estos resultados sugieren que Rab 3 no sólo mediaría en 
la endocitosis de moléculas, sino que también tendría un papel en la filtración a través de los NDs 
sin la necesidad de internalizar determinados cargos en vesículas. 
Asimismo, las moscas Rab 3 DN, muestran un nivel de captación de 2-NBDG menor que las moscas 
control, lo que se traduce en mayor mortalidad a causa de hiperglucemia. Además, en las moscas 
diabéticas se observó un aumento de hasta 4 veces la expresión del gen Rab 3, similar a lo que se 
ha descrito en enfermedades renales con proteinuria, en el que hay más proteína Rab 3110.  
Se ha descrito que la composición de la membrana basal del glomérulo también se ve afectada en 
la nefropatía diabética204 y que las proteínas Rab GTPasas, podrían desempeñar un papel 
fundamental en la modulación de la regulación y expresión de la composición de la membrana 
extracelular en la nefropatía diabética204. En las imágenes de TEM de este trabajo, la membrana 
basal formada y organizada por las proteínas del ND, Sns y Kirre, estaba ausente en gran parte de 
los nefrocitos Rab 3 DN y Rab 27 DN. Estos mismos nefrocitos, en los ensayos inmunohistoquímicos, 
no mostraron señal de Sns, y la señal de Kirre estaba deslocalizada en el caso de Rab 3 DN y ausente 
en los nefrocitos Rab 27 DN. Según estos datos, Rab 3 y Rab 27 tendrían un papel en la organización 
de los NDs. La alteración de estos NDs explicaría la ausencia o perturbación de la membrana basal 
de los nefrocitos. 
En este sentido, según nuestros resultados, la sobreexpresión de Rab 3 conduciría a un aumento del 
nivel de Sns y Kirre en los NDs (Figura 3.5 J) que contribuiría a la alteración de la composición de la 
membrana basal y por lo tanto favorecería la aparición de proteinuria. No obstante, en una etapa 
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inicial y de breve duración, la mayor actividad de Sns podría ser beneficioso (para una detoxificación 
puntual y rápida) ya que, según nuestros resultados, los nefrocitos Rab 3 CA muestran una tendencia 
a desarrollar mayor número de NDs (con un tamaño menor) (Figura 3.5). 
La sobreexpresión de Rab 3 descrita en nuestro modelo de nefropatía diabética, sugiere que Rab 3 
estaría implicada en el desarrollo y/o progresión de la nefropatía diabética. Esta Rab no sería la única 
involucrada en esto ya que Goldenberg et al. 2009203 describió que la proteína Rab 34, implicada en 
el transporte vesicular en podocitos205 y su efector munc13-2, sobre-expresada en pacientes con 
diabetes, promueven la secreción de fibronectina por parte del podocito en un ambiente con 
elevada concentración de glucosa203. Además, otra Rab que podría estar implicada es la Rab38. La 
expresión de Rab 38 se encuentra incrementada en el túbulo y glomérulos de pacientes con 
nefropatía diabética. Estos resultados demuestran que las proteínas Rab están involucradas en la 
patogénesis de la nefropatía diabética. Al igual que el incremento en la expresión de Rab 38 en el 
trabajo de Teumer A et al. 2016166, el aumento de la expresión del transcrito de Rab 3 en nuestro 
modelo diabético podría indicar una adaptación de la maquinaria del nefrocito para la reabsorción 
de moléculas y proteínas. Esto también viene apoyado por trabajos anteriores en los que se describe 
un aumento de la expresión de Rab 3 en enfermedades proteinúricas110. 
Aunque los cambios en la actividad de Rab 27 sobre los nefrocitos no son tan robustos como los 
provocados por Rab 3; Rab 27 también tiene un papel importante en éstos. Los nefrocitos Rab 27 
DN presentaron tamaños de poro más grandes (aunque algunos de ellos estaban desorganizados) y 
ausencia de canales laberínticos con respecto a los nefrocitos control, aunque esta particularidad 
no tuvo consecuencias en los niveles de captación de AgNO3 en las larvas ni de 2-NBDG, los niveles 
de dextrano de 10-kD retenidos fueron significativamente menores comparado con los controles. 
Curiosamente, Rab 27 CA captó menos cantidad de 2-NBDG. Las moscas Rab 3 DN, también 
retuvieron menor cantidad del análogo de la glucosa, lo que sugiere que Rab 3 y Rab 27 actuarían 
como antagónicos en el procesado de esta molécula. Esto podría deberse a una competición por la 
unión de su mismo efector, la Rph. 
Nuestros datos muestran que Rab 3 y Rab 27 tendrían papeles clave en el mantenimiento de los 
NDs y de los canales laberínticos, por lo que serían determinantes para las funciones de filtración, 
endocitosis y tráfico vesicular del nefrocito. Así, una descompensación de la actividad de estas Rab 
provocaría una pérdida de la identidad del nefrocito lo que desencadenaría en falta de actividad de 
detoxificación. Además, nuestros resultados indican que Rab 3 y su efector Rph estarían implicados 
en la aparición y/o desarrollo de la nefropatía diabética, pues cuando ésta aparece los niveles de 
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ambas proteínas se ven alterados. Esto abre una vía para el estudio de estas proteínas como posibles 
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El 40 % de los pacientes diabéticos desarrollan una patología renal causada por la presencia de 
hiperglucemia142,143. En la actualidad, un 8-10 % de la población mundial presenta diabetes144, lo que 
supone un gran número de personas en riesgo a padecer nefropatía diabética. Aun así, todavía se 
desconocen muchos aspectos y mecanismos de la aparición y desarrollo de la enfermedad y 
encontrar un tratamiento que pueda parar y revertirla supone un gran reto. Es por ello que todavía 
es necesario identificar variantes genéticas y factores que desencadenan la nefropatía diabética.  
Drosophila melanogaster posee un sistema de excreción cuyas células principales son los 
nefrocitos38. Estos nefrocitos son los responsables de la filtración y reabsorción de moléculas 
presentes en la hemolinfa y comparte gran similitud estructural, funcional y molecular con los 
podocitos humanos y las células del túbulo proximal63,206. Esta gran homología entre las células junto 
a la alta conservación de genes asociados con enfermedades renales convierte a Drosophila en un 
modelo válido y con gran potencial para la realización de cribados genéticos y farmacológicos en 
esta enfermedad5,39,168.  
La administración de una dieta con altas concentraciones de azúcar (1 M), permite conseguir un 
modelo de mosca con fenotipos diabéticos que incluyen hiperglucemia, hiperlipidemia, resistencia 
a insulina y cardiopatía diabética100. En este modelo de nefropatía diabética, al igual que ocurre en 
humanos, se produce una infraexpresión de los genes que codifican para las proteínas que forman 
la hendidura de filtración, concretamente Sns, con lo que conlleva a una pérdida de la función de 
filtrado. La mosca ya ha sido empleada para el estudio y búsqueda de posibles dianas terapéuticas 
de enfermedades renales200 y otras patologías207.  
En los capítulos anteriores, determinamos la implicación del complejo Rab-Rabphilin en el sistema 
excretor de Drosophila y el impacto de un ambiente hiperglucémico sobre este mismo complejo y 
sistema. En este trabajo, nos proponemos identificar compuestos reposicionables, procedentes de 
la quimioteca comercial Prestwick, y aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) con 
actividad contra el daño renal producido por la interferencia de la expresión de Rph y por la 
hiperglucemia. 
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4.2 Material y Métodos 
 
4.2.1. Líneas de Drosophila 
Las líneas UAS-IR-Rph (número BDSC: 25950), UAS-IR-bcd, UAS-luciferase (UAS-luc) y Sco/Cyo-GFP 
(número BDSC: 9352) se obtuvieron de Bloomington Drosophila Stock Center (Universidad de 
Indiana). La línea Sns-Gal4 se obtuvo del laboratorio de la Dra. M Ruiz-Gómez (Centro de Biología 
Molecular Severo Ochoa, CSIC y UAM). La línea recombinante Sns-Gal4 UAS-luc se generó en este 
trabajo. Todos los cruces se mantuvieron a 25 ºC en medio nutritivo estándar. 
 
4.2.2. Preparación de medio de cultivo con fármacos 
Se añadieron 2 µl de compuesto, disuelto con 10% de DMSO, a 200 µl de medio nutritivo estándar 
suplementado con 1 M de sacarosa y se distribuyeron en placas de 96 pocillos. Como control del 
compuesto se agregaron 2 µl de DMSO al 10% a 200 µl de medio nutritivo estándar suplementado 
con 1 M de sacarosa. Los compuestos testados procedían de la quimioteca Prestwick, en total se 
testaron 1200 fármacos (15 placas de 96 pocillos con 80 compuestos por placa) por triplicado a una 
concentración final de 1 µM. Los pocillos de las columnas 2-11 contenían el medio nutritivo con 
compuesto (Figura 4.3 A); las columnas 1 y 12 contenían el medio sin compuesto, sólo con DMSO 
(Figura 4.3 A). 
 
4.2.3. Siembra de embriones con COPASTM FP Flow Cytometer 
Machos con el constructo UAS-IR-Rph se cruzaron con hembras vírgenes Sns-Gal4 UAS-luc en 
sistemas de puesta con placas de agar para la obtención de embriones. Las placas de agar, con medio 
fresco, de los sistemas de puesta se cambiaron cada 2 días. Con este cambio se añadieron 
periódicamente nuevos parentales. Tras 24 horas, los embriones se recogieron para la siembra 
mediante el equipo COPASTM Flow Cytometer (Union Biometrica). Con este equipo, se sembraron 6 
larvas L1, con genotipo Sns-Gal4 UAS-luc>IR-Rph, en los 96 pocillos de las placas.  
 
4.2.4. Ensayo de luminiscencia 
Grupos formados por 1, 2 y 3 adultos (machos o hembras, por separado) de 3 días de edad, se 
homogenizaron con 200 µl de tampón Cell Culture Lysis Reagent, CCL 1X (kit E1500, Promega). 
Seguidamente, se transfirieron 50 µl de cada homogenizado por triplicado (en total 150 µl de cada 
homogenizado) a nuevas placas de 96 pocillos y se agregaron 20 µl de luciferina en cada pocillo (kit 
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E1500, Promega). Finalmente, la luminiscencia de cada pocillo se cuantificó mediante un lector de 
microplacas (Infinite M200 Pro, TECAN).  
 
4.2.5 Análisis estadístico 
Por cada placa de 96 pocillos se analizaron 80 compuestos pertenecientes a una placa de la 
quimioteca Prestwick. Los homogenizados procedentes de 1, 2 y 3 moscas tratadas con compuestos 
se compararon con sus correspondientes controles de 1, 2 y 3 individuos alimentados con comida 
estándar sin suplemento de fármaco. El análisis se realizó con tres réplicas técnicas de tres réplicas 
biológicas. El test estadístico que se utilizó fue t de Student no pareado con dos colas (α = 0.05). Se 




4.3.1 Generación de la línea recombinante Sns-Gal4>UAS-IR-Rph:luc 
 
Anteriormente (capítulo 1), describimos que la interferencia de la expresión de Rph conlleva a la 
disminución de la expresión del gen Sns, que es imprescindible para la función de filtración del 
nefrocito. Por otra parte, en un estudio anterior también se describió que concentraciones elevadas 
de azúcar (sacarosa) en la hemolinfa conlleva a una infraexpresión del gen Sns100. Para cuantificar 
indirectamente, de una forma sencilla y rápida la expresión de Sns, generamos una línea de 
Drosophila que presentaba el reportero luciferasa aguas abajo del promotor de Sns, es decir, la línea 
llevaba el constructo Sns-Gal4 y el constructo UAS-luc (Figura 4.1 A). Además, estas moscas se 
cruzaron con una línea UAS-IR-Rph (Figura 4.1 B) para interferir la expresión del gen Rph. De esta 
manera obtuvimos una F1 que nos permitió elucidar el efecto conjunto de la interferencia de la 
expresión de Rph y la diabetes sobre el nefrocito.  
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Figura 4.1. Esquema de la generación de las moscas Sns-Gal4 UAS-luc > UAS-IR-Rph. Las hembras de cada 
genotipo y cruces eran hembras vírgenes. + representa un cromosoma salvaje. Sco representa Scutoid, el alelo 
del gen Snail, Cyo es un balanceador del cromosoma 2 con fenotipo de alas curvas. Sns-Gal4 y UAS-luc se 
encuentran en el cromosoma 2 y el constructo UAS-IR-Rph en el cromosoma 3.  
 
Al igual que en el capítulo 1 pero esta vez con las moscas de genotipo Sns-Gal4 UAS-luc > UAS-IR-
Rph, determinamos que la expresión de Sns se vio reducida en las moscas IR-Rph, alimentadas con 
medio nutritivo estándar, ya que los niveles de lectura de luminiscencia eran más bajos en estas 
moscas comparado con las moscas control (Figura 4.2 A y B). En esta ocasión, describimos que las 
mismas moscas con 3 días de edad, pero alimentadas con 1 M de sacarosa mostraron niveles aún 
más bajos de luminiscencia (Figura 4.2 C y D), lo que indica que la expresión de Sns se vio más 





Figura 4.2. Niveles relativos de luminiscencia de moscas con interferencia de la expresión de Rph (IR-Rph) 
alimentadas con medio estándar (A y B) y suplementado con 1 M de sacarosa (C y D). Las moscas de las 
gráficas A y C corresponden a hembras, y los de las gráficas B y D son machos. d 1, d 2 y d 3 indican el número 
de días de edad de las moscas. A día 3 se observa una disminución significativa de los niveles de luminiscencia 
en las moscas IR-Rph alimentadas con una dieta rica en azúcar tanto en hembras como en machos (C y D). 
Test estadístico: t de Student de 2 colas (α = 0.05). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
 
4.3.2 Cribado farmacológico 
 
Con el objetivo de encontrar fármacos reposicionables con actividad contra el daño renal, testamos 
la quimioteca Prestwick sobre el fenotipo de daño renal en Drosophila descrito previamente. Como 
se ha mencionado anteriormente las moscas IR-Rph y alimentadas con 1 M de sacarosa pierden la 
hendidura de filtración (pérdida de la expresión de Sns), lo cual es semejante a la pérdida de 
podocitos que ocurre en pacientes diabéticos. Para la búsqueda de fármacos capaces de inhibir 
dicha pérdida en formato screening nos propusimos cuantificar la expresión, indirectamente 
mediante el reportero luciferasa, de Sns. Para ello, realizamos el cruce descrito en el apartado 
anterior, se recogieron los embriones y tras 24 horas, las larvas de estadio L1 se sembraron en 
formato de placas de 96 pocillos (Figura 4.3 A). Las placas sembradas se incubaron a 25 º C durante 
dos semanas; cuando los adultos emergidos cumplieron 3 días de edad, se congelaron y se 
procesaron como está descrito en el apartado de Material y Métodos del presente capítulo para la 
lectura de luminiscencia. En total se testaron 1200 compuestos por triplicado (Figura 4.3). 
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El análisis del cribado se realizó en base a los cambios de la señal de luminiscencia, de forma que, 
muestras con valores significativamente mayores con respecto a las muestras control se 
consideraron como compuestos con gran potencial para el tratamiento de daño renal. Del mismo 
modo, las muestras con valores significativamente menores en comparación con las muestras 
control fueron considerados como fármacos potencialmente dañinos para el sistema renal. La 
representación de estos valores se abordó mediante un gráfico de tipo volcán (Figura 4.3). En este 
gráfico, el eje de ordenadas representa el logaritmo (-log, en base 10) del p-valor y el eje de abscisas 
el logaritmo (en base 2) de la señal de luminiscencia normalizado con respecto al control, es decir, 
en el eje (x) el 0 indica que no hay cambios y el valor 1 indica que el valor de luminiscencia es el 
doble que el del control. De esta forma, en el volcán, los cuadrantes D 1 y D 2 contienen los 
compuestos con mayor lectura de luminiscencia y los cuadrantes I 1 e I 2 contienen los de menor 
valor. De igual forma, en los cuadrantes D 1 e I 1 se representan los compuestos con un p-valor 
inferior a 0.05 (estadísticamente significativos), en D 2 e I 2 se encuentran los fármacos con un p-




Figura 4.3. Representación del formato en placa de 96 pocillos del cribado y gráfico tipo volcán de las 
lecturas de luminiscencia procedentes del rastreo de 1200 compuestos de la quimioteca Prestwick. A. 
Formato de rastreo de compuestos. En cada pocillo se sembraron 6 larvas L1. Las columnas 1 y 12 no contenían 
fármaco disuelto. La comida con los fármacos se distribuyó en las columnas 2-11 con una concentración final 
de 1 µM. B. Las coordenadas x de cada punto son el correspondiente fold-change de las lecturas de 
luminiscencia y las coordenadas y representan el -log en base 10 del p-valor. Cada punto representa un 
compuesto. D 1: fármacos con acción contra el daño renal estadísticamente significativos. I 1: fármacos con 
acción perjudicial para el daño renal estadísticamente significativos. D 2: fármacos con acción contra el daño 
renal no estadísticamente significativos. I 2: fármacos con acción perjudicial para el daño renal no 
estadísticamente significativos. El punto rojo en B representa las coordenadas del ácido retinoico. 
 
De los 1200 compuestos testados, 48 mostraron niveles de luminiscencia significativamente 
superiores a los controles. Estos compuestos con actividad potencial para contrarrestar el daño 
renal (compuestos positivos) pertenecen a distintos grupos terapéuticos (Figura 4.4).  
Cabe destacar que, de los compuestos positivos, parte son fármacos antidiabéticos como el 




Figura 4.4. Compuestos con actividad potencial para contrarrestar el daño renal (compuestos positivos) de 
un total de 1200 compuestos procedentes de la quimioteca Prestwick. Los compuestos positivos son 
glucocorticoides (6%), antinflamatorios (9%), antibacterianos (6%), desconocidos (8 %), con acción 




Uno de estos compuestos positivos es el ácido retinoico (RA), con 0.58 veces mayor señal de 
luminiscencia y un p-valor menor de 0.0001 (Figura 4.3). Éste fue seleccionado para su posterior 
validación (Figura 1.9 y Figura 1.10) ya que como se ha descrito en el capítulo 1 de esta memoria, 
varios estudios muestran que el RA regula la expresión del gen KLF15 en podocitos50,175–177 y éste a 
su vez regula positivamente la expresión del gen Nephrin. Según estos datos, se esperaba que el RA 
regulara la expresión de Kfl15 en el nefrocito y que este favoreciera la expresión de Sns; por lo tanto, 
esperamos que el RA fuera un potencial compuesto positivo para restablecer el daño renal.  
Administramos a moscas IR-Rph RA a diferentes concentraciones y realizamos distintos ensayos 
para dilucidar el efecto de este compuesto sobre los nefrocitos (Figura 1.9 y 1.10 del capítulo 1). 
Como se muestra en el primer capítulo, el RA favoreció el aumento de nefrocitos funcionales y 
aumentó la vida media de las moscas IR-Rph comparado con las moscas control. Además, este 
compuesto aumentó los niveles de expresión de Klf15, lo que se vio reflejado en un aumento de la 
expresión de Sns. Finalmente, el RA aumentó también la expresión del gen Cubn, a niveles del 
control, y recuperó las estructuras de los canales laberínticos (Figura 1.10). En resumen, el RA 
restableció los procesos de filtración y parte de la endocitosis en las moscas IR-Rph, las cuales 




La gran cantidad de pacientes con diabetes mellitus que desarrollan una ERC y la falta de fármacos 
disponibles que puedan parar y revertir la progresión de la ERC, hace necesario la búsqueda de 
nuevos dianas y medicamentos. Por esto, en este trabajo nos planteamos el reposicionamiento 
(cribado) de 1200 compuestos comerciales y aprobados por la FDA, procedentes de la quimioteca 
Prestwick, en un modelo de nefropatía diabética en Drosophila. De las 1200 drogas testadas, 48 
tuvieron efectos positivos en la regulación de la expresión de Sns en los nefrocitos. 
Aprovechando las ventajas que supone trabajar con un modelo de Drosophila como son tiempo de 
generación corto, bajo coste económico y gran homología con genes implicados en enfermedades 
humanas, realizamos un cribado farmacológico. Anteriormente, describimos que, en la mosca, la 
falta de la proteína Rph conduce a una disminución de la expresión de Sns. Asimismo, estudios 
anteriores mostraron que el modelo de nefropatía diabética de Drosophila también muestra una 
reducción en la expresión de este mismo gen100. En este trabajo, desarrollamos un modelo con las 
dos condiciones, interferencia de la expresión del gen Rph en un ambiente hiperglucémico. La 
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combinación de estos dos factores provocó una reducción de la expresión de Sns mayor que las 
condiciones por sí solas, lo que permite tener una ventana de screening mayor y además posibilita 
descubrir compuestos que pueden ejercer su efecto sobre una condición o en ambas al mismo 
tiempo. 
Parte de los compuestos que mostraron efecto positivo contra el daño renal resultaron ser 
compuestos antidiabéticos. Esto sugiere que el cribado de fármacos se realizó correctamente y bajo 
unas condiciones adecuadas, pues cabe esperar que estos compuestos antidiabéticos ejerzan su 
acción propia reduciendo el efecto tóxico por hiperglucemia. Se conoce que el fármaco canagliflozin, 
un medicamento que disminuye los niveles de hiperglucemia, administrado a pacientes con 
diabetes tipo 2 y con enfermedad renal presentaron menor riesgo de sufrir un fallo renal o 
cardiovascular comparado con pacientes que tomaron placebo208. A pesar de que estos compuestos 
pueden ser buenos candidatos, se ha visto que resultan perjudiciales cuando la enfermedad se 
encuentra en un estado avanzado209, un ejemplo de esto son los antidiabéticos glibenclamide y 
glimepiride209, los cuales mostraron efecto contra el daño renal en este trabajo. 
Otro grupo de compuestos que surgieron como positivos son los glucocorticoides. Los 
glucocorticoides se han usado ampliamente en el tratamiento de pacientes con enfermedad 
renal210,211. Este grupo de compuestos mejoran la ratio del filtrado glomerular, mantienen el flujo 
sanguíneo renal e influyen en el metabolismo electrolítico y el balance de agua, entre otras 
cosas211,212. Curiosamente, el fármaco prednisolone, que pertenece al grupo de los glucocorticoides 
y se ha demostrado que mejora la ratio del filtrado glomerular212 y reduce la apoptosis de los 
podocitos211, fue uno de los 48 fármacos que demostró tener efecto positivo en el cribado químico 
que se realizó en este trabajo.  
El efecto beneficioso o positivo de los glucocorticoides en la enfermedad renal podría deberse en 
parte a la modulación de la respuesta inmune, en concreto la reducción de un estado 
inflamatorio211,213. Los compuestos antinflamatorios no-esteroideos se han usado para el 
tratamiento de la ERC214. En este trabajo, se muestran varios fármacos que pertenecen al grupo de 
los antinflamatorios. Estos resultados muestran que el estado de inflamación podría ser considerado 
como una de las dianas terapéuticas y la combinación de un medicamento de este grupo con otro 
tipo de medicamento, como los antidiabéticos, podría dar resultados interesantes. 
A pesar de ser utilizados para tratamiento contra esta enfermedad, los glucocorticoides presentan 
una serie de efectos adversos como inmunodeficiencia, hipertensión, resistencia a la insulina, 
alteraciones en el tejido adiposo, reducción de la densidad ósea, etc215. Por ello es necesario la 
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búsqueda de nuevos fármacos que puedan tener un efecto notable en la función renal y que no 
conlleven riesgos o efectos adversos que puedan empeorar la calidad de vida de los pacientes.  
Entre los compuestos positivos del cribado encontramos medicamentos antidepresivos o con acción 
sobre el sistema nervioso. Esto puede resultar curioso debido a que estos fármacos no tienen como 
diana el sistema excretor. No obstante, como se ha mencionado anteriormente, los podocitos y las 
neuronas presentan características estructurales y moleculares muy similares216,217 Entre otras 
cosas, ambos tipos celulares presentan el complejo Rabphilin-3A-Rab3A que media el tráfico 
vesicular en éstas110 , y también presentan proteínas como synaptopodin y Nephrin (Sns en 
Drosophila)110,127. Que Nephrin, Rabphilin-3A y Rab 3 se expresen exclusivamente en podocitos y 
neuronas hace pensar que no es descabellada la idea de que un fármaco con acción neuro-
moduladora pueda también afectar o modular la expresión de genes en el sistema renal. Así pues, 
los fármacos identificados como positivos en el cribado realizado en este trabajo podrían modificar 
la expresión de Rph, Sns y Rab 3, no sólo en las neuronas sino también en los nefrocitos. Además, 
se conoce que el podocito posee los mecanismos de la ruta glutamatérgica, y ésta contribuye a la 
correcta función de la barrera de filtración121. Se sabe que el bloqueo de los receptores 
glutamatérgicos, NMDAR, está asociado a proteinuria y a una deslocalización de nephrin en los 
podocitos; y que un agonista de NMDAR revierte estas alteraciones121. Una droga antiepiléptica que 
regula la actividad del receptor NMDA y la exocitosis de vesículas218,219, es uno de los compuestos 
positivos en nuestro estudio, esto sugiere que la ruta glumatérgica como posible diana terapéutica. 
El compuesto que se eligió para una validación profunda fue el RA (capítulo 1). Se escogió el RA por 
la descripción en trabajos anteriores sobre la modulación de genes específicos del podocito50,220. RA 
demostró tener un efecto positivo en la regulación de Sns mediante la modulación de la expresión 
de Klf15 en los nefrocitos y recuperó tanto los procesos de filtración como endocitosis que estaban 
alterados en los nefrocitos de las moscas IR-Rph. Además, como se ha visto en otros trabajos221, la 
activación de la expresión de Klf15 por parte del RA, también ayudaría a revertir o parar los efectos 
del estrés hiperglucémico. 
En resumen, uno de los compuestos positivos resultó ser el ácido retinoico, descrito previamente 
como modulador específico de la actividad de los podocitos y utilizado como terapia para 
enfermedades renales, lo cual demuestra el potencial de este modelo en el reposicionamiento 
farmacológico para esta enfermedad. Aunque este fármaco debe ser estudiado con mayor 
profundidad por los posibles efectos tóxicos que puede desencadenar. A pesar de que se conocen 
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las dianas de estos compuestos, futuros experimentos serán necesarios para validar y demostrar los 






















La falta de Rabphilin causa alteración en los procesos de filtración y endocitosis de los nefrocitos 
de Drosophila. 
 
La expresión de Rph-3A está alterada en enfermedades renales en humanos y en modelos de 
ratón110. Estudios previos mostraron que un polimorfismo en el gen Rph-3A aumenta el riesgo de 
presentar microalbuminuria109. Sin embargo, poco se sabe sobre el papel de esta proteína en el 
sistema renal y en concreto en los podocitos.  
El difícil acceso a los podocitos en los modelos de mamíferos y la dificultad de obtener una línea con 
una alteración en este gen concreto, junto con la imposibilidad de que los podocitos en cultivo 
formen la hendidura de filtración; convirtieron a Drosophila en nuestra herramienta de estudio para 
la caracterización de la función del gen Rph por primera vez en un modelo de enfermedad renal. 
Drosophila posee un alto grado de conservación de las estructuras de filtración entre los podocitos 
humanos y los nefrocitos. Así pues los nefrocitos, que son muy similares estructural, funcional y 
molecularmente a los podocitos, se convierten en un modelo simplificado para el estudio de los 
podocitos, que llevan a cabo el proceso de filtración, y del túbulo proximal renal, especializado en 
la reabsorción de proteínas168. 
En este estudio, mostramos que Rph, efector de las proteínas Rabs, se expresa en los nefrocitos 
pericárdicos de Drosophila junto con las proteínas Rab 3 y Rab 27. La colocalización de Rph con estas 
proteínas Rabs y con un marcador de vesículas endocíticas, Hrs, indica que Rph está implicado en el 
tráfico vesicular endocítico y exocítico110,112,172,173. Los niveles de proteína Rab 3, implicada en el 
transporte y localización de Nephrin en el podocito110,127, disminuyeron cuando la expresión del gen 
Rph estaba interferida, lo que sugiere un bloqueo de la endocitosis y la exocitosis mediada por Rab 
3 y una desorganización de los NDs, lo cual se observa en las imágenes de TEM.  
La pérdida de Rph tiene como consecuencia una reducción de la expresión del marcador de 
nefrocitos diferenciados (y de podocitos), Klf15. Esto podría ser explicado por la alteración en la ruta 
endocítica ya que varios estudios muestran que la vía endocítica juega un papel importante en el 
desarrollo, mantenimiento y daño del podocito y puede conducir a alteraciones en la morfología 
celular69,129,178. De ahí que los nefrocitos IR-Rph mostraran cambios en el volumen y que esto causara 
finalmente una disminución en su número. En consecuencia, hemos demostrado una reducción 
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dependiente del tiempo en el número de nefrocitos en moscas adultas IR-Rph, que fue 
concomitante con la pérdida de la expresión de Klf15. 
La reducción de la expresión de Sns (ortólogo de Nephrin) y Cubn cuando los niveles de Rph eran 
bajos, también apuntan a la perturbación de la filtración y la ruta endocítica, respectivamente. El 
sistema Cubilin-Amnionless se encarga de la endocitosis de proteínas de pequeño tamaño a través 
de los canales laberínticos39,63. Ambos sistemas pueden ser alterados por una reducción en la 
expresión del gen o por la mala localización de cualquiera de sus componentes. Además, según 
nuestros análisis de las imágenes TEM, los canales laberínticos están ausentes en los nefrocitos IR-
Rph, lo cual confirma la interrupción de la endocitosis de moléculas, lo que sugiere un papel para 
Rph en la reabsorción de proteínas, presumiblemente por la modulación de la expresión de Cubilin.  
En conclusión, la falta de Rph afecta a la actividad de los nefrocitos a dos niveles: la filtración por 
alteración de los NDs y de la membrana basal, y la endocitosis por la ausencia del sistema Cubn-
Amn (y ausencia de canales laberínticos). Como resultado ocurre una disrupción del tráfico vesicular 
que conduce a una pérdida del estado diferenciado del nefrocito y la subsiguiente pérdida del 
número de nefrocitos funcionales.  
 
La pérdida de función de Rph, en el sistema cardiaco y renal de Drosophila, causa alteraciones 
cardiacas. 
 
Se conoce que hay una relación bidireccional entre el sistema renal y el sistema cardiaco en 
humanos132. Por lo tanto, también se conoce el nexo entre la enfermedad renal crónica y la 
insuficiencia cardiaca. No obstante, los mecanismos y las rutas implicadas en esta relación entre los 
podocitos y la función cardiaca aún no están claras. En este trabajo, mostramos como Rabphilin, 
una proteína que está descrita en los podocitos en humanos y otros animales, se expresa también 
en el corazón de Drosophila.  
Aunque Drosophila no tiene un sistema circulatorio cerrado, la mosca posee un tubo cardiaco 
compuesto por pares de cardiomiocitos que tienen fibras contráctiles orientadas circularmente192. 
Alrededor de este corazón sencillo encontramos los nefrocitos pericárdicos. Debido a las 
herramientas genéticas que disponemos para el estudio en Drosophila, es posible estudiar en este 
animal la influencia que ambos sistemas tienen el uno sobre el otro y la implicación de Rabphilin en 
éstos de una forma independiente y conjunta. 
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En Drosophila, algunos estudios han mostrado que los nefrocitos pericárdicos pueden ejercer un 
efecto paracrino en el sistema cardíaco184 y que la pérdida de nefrocitos en los primeros estadios de 
desarrollo puede ocasionar defectos en la cardiogénesis189–191. No obstante, otros autores afirman 
que no existe tal comunicación entre ambos sistemas46. 
En este estudio, mostramos que la interferencia de la expresión de Rph en cardiomiocitos y 
nefrocitos pericárdicos simultáneamente conlleva a la aparición de alteraciones cardiacas como un 
incremento en el intervalo diastólico, una dilatación de la cámara cardiaca y una desorganización de 
las miofibrillas. Esta disfunción del sistema cardiaco se vio reflejada con una reducción drástica en 
la supervivencia. Estas alteraciones cardiacas podrían deberse en sí al posible papel de Rph en el 
corazón y no por la influencia del sistema renal de la mosca sobre el sistema cardiaco. Al reducir la 
expresión de Rph sólo en los nefrocitos pericárdicos, los efectos en el corazón no fueron tan 
drásticos. No obstante, se detectaron alteraciones como un aumento en el diámetro diastólico. Es 
importante destacar que, aunque pequeña, esta alteración fue suficiente para causar una reducción 
significativa de la vida media. 
Nuestros datos indican que Rph no sólo sería importante para el correcto funcionamiento de los 
nefrocitos, sino que también es relevante para la función y la organización estructural de las células 
del corazón. Además, la ausencia de Rph en el sistema excretor tendría un impacto negativo en el 
sistema cardiaco, lo que apoya la teoría del efecto no autónomo a distancia descrito en algunos 
trabajos anteriores.  
La desorganización estructural de las miofibrillas descritas en este trabajo, a causa de la pérdida de 
expresión de Rph en el corazón, también demuestran la función de Rph de unión a los filamentos 
de actina del citoesqueleto y la reorganización de éstos descritos previamente en otras 
investigaciones113,120. La falta de coordinación en el ensamblaje de las moléculas de actina y la 
incorrecta disposición de éstas podría ser la causa del aumento de los diámetros diastólicos y 
sistólicos que encontramos en los corazones de las moscas con interferencia de la expresión de Rph  
La desorganización de la actina podría estar contribuyendo al aumento de los diámetros diastólicos 
y sistólicos que observamos en las moscas con interferencia de Rph y también podría ser la causa 
de la disminución del grosor de la pared en el corazón de Drosophila. Un ejemplo de esto se ha visto 
en pacientes que presentan mutaciones en genes que codifican proteínas que controlan la 
interacción de actina con otras proteínas o en genes que codifican para componentes del 
citoesqueleto, como la misma actina, los cuales cursan con la aparición de miocardiopatía193–195, que 
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se caracteriza por un agrandamiento de las cámaras cardiacas, concretamente en el ventrículo 
izquierdo. 
En conclusión, nuestro trabajo sugiere que Rph tiene una función importante tanto en el corazón 
como en los nefrocitos de Drosophila, y una alteración en los niveles de Rph en el sistema excretor 
tendría consecuencias negativas en el sistema cardiaco, lo que sugiere una posible relación entre 
ambos sistemas y, en consecuencia, en la aparición de enfermedades en ambos órganos. 
 
Las proteínas Rabs son necesarias para el mantenimiento de las estructuras de filtración y 
endocitosis de los nefrocitos. 
 
Las proteínas Rab, proteínas involucradas en regular, coordinar y organizar el tráfico vesicular en 
diversos tipos celulares están implicadas en el mantenimiento e integridad de los nefrocitos y los 
podocitos. Trabajos anteriores han asociado a las proteínas Rab 8, Rab 5, Rab 34 y Rab 38 con 
funciones clave para el funcionamiento de los podocitos. En esta memoria mostramos que Rab 3 y 
Rab 27 tienen una función relevante en la filtración y la endocitosis de los nefrocitos.  
Una disrupción en el transporte vesicular de las células conlleva a la desorganización del 
citoesqueleto de éstas y a la consecuente pérdida de función. Alteraciones en la actividad de las 
proteínas Rabs en los nefrocitos tuvieron un impacto en el citoesqueleto. Tanto la falta como el 
aumento de la actividad de las proteínas Rab 3 y Rab 27 provocaron cambios en la morfología y el 
tamaño de los NDs. En algunos casos la hendidura de filtración se encontraba desorganizada, 
resultando imposible determinar el tamaño exacto del poro de los NDs. Además, los canales 
laberínticos estaban significativamente reducidos en tamaño o estaban ausentes. Se ha descrito que 
las proteínas Rab GTPasas, podrían desempeñar un papel fundamental en la regulación de la 
composición de la membrana extracelular en la nefropatía diabética204.  
Según nuestro estudio, Rab 3 parece regular de algún modo la expresión de Sns y Kirre, 
componentes de los NDs, ya que la activación constitutiva de Rab 3 provoca un claro aumento de la 
señal de Sns y Kirre tal y como se ve en las imágenes del ensayo de inmunofluorescencia. Del mismo 
modo, alteraciones en la actividad de Rab 27 promueven la pérdida de señal de Sns y Kirre. Así pues, 
nuestros resultados sugieren que estas proteínas Rabs podrían mediar la expresión y el transporte 
de moléculas que forman parte de la hendidura de filtración.  
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Estos cambios estructurales se vieron reflejados en cambios funcionales, como cambios en los 
niveles de captación y filtración de distintas moléculas como dextranos, nitrato de plata y el análogo 
de la glucosa, 2-NBDG, que tuvieron impactos en la supervivencia de las moscas. 
La nefropatía diabética es una de las principales causas del daño renal. Aproximadamente el 40 % 
de los pacientes diabéticos desarrollan nefropatía diabética. Se conoce que en esta enfermedad 
podrían estar implicadas las proteínas Rab. Goldenberg et al. 2009203 describió que la proteína Rab 
34, implicada en el transporte vesicular en podocitos205 y su efector munc13-2, sobreexpresada en 
pacientes con diabetes, promueven la secreción de fibronectina por parte del podocito en un 
ambiente con elevada concentración de glucosa203. Además, otra Rab que podría estar implicada es 
la Rab38. La expresión de Rab 38 se encuentra incrementada en el túbulo y glomérulos de pacientes 
con nefropatía diabética. En nuestro modelo de nefropatía diabética observamos que el nivel de la 
expresión del gen Rab 3 era 4 veces superior en las moscas diabéticas con respecto a las moscas 
control y que los niveles de Rph se encontraban disminuidos. La expresión de Rab 3 y la de su efector 
Rph está alterada en enfermedades proteinúricas, tanto en humanos como en animales modelo y 
cultivos celular. Nuestros resultados, junto con los datos de otras investigaciones, sugieren que Rab 
3 y Rph tendrían un papel relevante en la aparición y progresión de la nefropatía diabética. 
Nuestros datos muestran que Rab 3 y Rab 27 están implicados en el mantenimiento y organización 
del citoesqueleto de los nefrocitos, concretamente en la formación de los NDs y de los canales 
laberínticos, por lo que serían determinantes para las funciones de filtración, endocitosis y tráfico 
vesicular del nefrocito. La alteración en la actividad de las proteínas Rab y sus efectores, en concreto 
el complejo Rabphilin-Rab (3 o 27), tendría como consecuencia la pérdida de función de los 
nefrocitos lo que provoca la desdiferenciación de la célula y acaba repercutiendo en la viabilidad del 
animal. Además, nuestros resultados indican que los niveles de Rab 3 y su efector Rph están 
alterados en la nefropatía diabética. Esto abre una vía para el estudio de estas proteínas como 
posibles marcadores o dianas terapéuticas en la aparición de la enfermedad. 
 
El ácido retinoico, compuesto con actividad positiva contra el daño renal en el cribado 
farmacológico en la mosca.  
 
Aproximadamente, el 10% de la población mundial presenta enfermedad renal crónica (ERC). La ERC 
supone que ésta puede convertirse en una enfermedad terminal y aumenta el riesgo de padecer 
una enfermedad cardiovascular que comprometa la vida del paciente7–9. La gran cantidad de 
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pacientes que sufren ERC, el riesgo que supone la enfermedad y la falta de fármacos disponibles 
que puedan parar y revertirla hace necesario la búsqueda de nuevas dianas y medicamentos. En 
este trabajo hemos demostrado como alteraciones en el complejo Rab-Rabphilin y un ambiente 
hiperglucémico persistente, alteraciones que se han visto asociadas a la aparición de proteinuria en 
humanos y modelos de enfermedades renales, logran establecer una enfermedad renal en un 
modelo de daño renal. Por esto, en este trabajo nos planteamos el reposicionamiento (cribado) de 
1200 compuestos comerciales y aprobados por la FDA, procedentes de la quimioteca Prestwick, en 
un modelo de nefropatía diabética en Drosophila. 
Las ventajas que supone trabajar con Drosophila, descritas en el apartado de la introducción, hizo 
posible realizar un cribado de fármacos con el fin de detectar medicamentos que tengan acción 
contra el daño renal, en concreto que puedan parar o revertir las lesiones provocadas por 
mutaciones en el complejo Rab-Rabphilin y por la hiperglucemia. Ambas condiciones tienen en 
común la reducción de la expresión de Sns (ortólogo de Nephrin), componente de la hendidura de 
filtración. La combinación de los dos factores supuso que los niveles de Sns fueran inferiores, lo que 
nos permitió tener mayor ventana en el cribado y además posibilita descubrir compuestos que 
pueden ejercer su efecto sobre una condición o en ambas al mismo tiempo. 
De los 1200 compuestos testados, 48 de ellos mostraron niveles de expresión de Sns 
significativamente mayores con respeto a los controles, es decir, 48 fármacos tuvieron efecto 
positivo contra el daño renal. Algunos de los compuestos positivos pertenecieron al grupo de 
medicamentos antidiabéticos, lo cual era esperable debido a que se trataban de drogas que 
disminuían los niveles de azúcar en el sistema circulatorio (en la hemolinfa de las moscas). Un 
ejemplo de esto son los antidiabéticos glibenclamide y glimepiride209, los cuales ya han sido testados 
en pacientes. Otro grupo de compuestos que surgieron como positivos son los glucocorticoides. 
Éstos ya han sido descritos como tratamiento de la ERC210,211, concretamente , el fármaco 
prednisolone212, que también resulto ser uno de los compuestos positivos del cribado. Las drogas 
que pertenecen al grupo de los antiinflamatorios también forman parte de la lista de compuestos 
con efecto positivo. Los compuestos antinflamatorios no-esteroideos se han usado para el 
tratamiento de la ERC214. Además, se ha descrito que los glucocorticoides logran parte de su efecto 
debido a la modulación de la respuesta inmune, en concreto la reducción de un estado 
inflamatorio211,213. Todo esto convierte al estado inflamatorio como una posible diana terapéutica. 
A pesar de ser utilizados ampliamente como tratamiento, los glucocorticoides presentan una serie 
de efectos adversos como inmunodeficiencia, hipertensión, resistencia a la insulina, alteraciones en 
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el tejido adiposo, reducción de la densidad ósea, etc215. Por ello es necesario la búsqueda de nuevos 
fármacos. 
Otra parte de compuestos que mostraron acción contra el daño renal fueron medicamentos con 
acción en el sistema nervioso, en concreto 15 drogas de 48 (31.25 %). Esto se podría explicar por las 
similitudes entre los podocitos y las neuronas216,217. Ambos tipos celulares expresan el complejo Rab-
Rabphilin y Nephrin y comparten rutas y mecanismos del transporte vesicular110. Los fármacos 
identificados como positivos en el cribado y que tienen acción en el sistema nervioso podrían 
modificar la expresión de Rph, Sns y Rab 3, no sólo en las neuronas sino también en los nefrocitos. 
Otra de las características que comparten las neuronas y los podocitos es que ambos tipos celulares 
poseen mecanismos de la ruta glutamatérgica. Alteraciones en los receptores glutamatérgicos 
NMDAR están asociados a la aparición de proteinuria y a la pérdida de la barrera de filtración por la 
deslocalización de Nephrin 121. Interesantemente, levetiracetam, una droga antiepiléptica que 
regula la actividad del receptor NMDA y la exocitosis de vesículas218,219, es uno de los compuestos 
positivos en nuestro estudio. Esto otorga a la ruta glutamatérgica gran importancia para el estudio 
de las enfermedades renales. 
De entre los diferentes fármacos potenciales para una etapa de validación, se eligió al ácido 
retinoico por la descripción en trabajos anteriores sobre la modulación de genes específicos del 
podocito50,220. Los nefrocitos tratados con RA mostraron niveles de expresión de Sns y Cubn similares 
a los nefrocitos control (Figura 1.10 E y G), presentaron canales laberínticos (Figura 1.10 I) y pudieron 
llevar a cabo la función de filtración (Figura 1.10 C’) y parcialmente la endocitosis (Figura 1.10 D’). 
RA demostró tener un efecto positivo en la regulación de Sns mediante la modulación de la 
expresión de Klf15 en los nefrocitos y como se ha visto en otros trabajos221, la activación de la 
expresión de Klf15 por parte del RA, también ayudaría a revertir o parar los efectos del estrés 
hiperglucémico. 
Finalmente, en este trabajo desarrollamos un modelo de Drosophila para la búsqueda de fármacos, 
ya disponibles y comerciales, con el objetivo de encontrar un compuesto con acción positiva contra 
el daño renal, capaz de parar y revertir la progresión de la enfermedad renal. De las 1200 drogas 
testadas, 48 tuvieron efectos positivos en la regulación de la expresión de Sns en los nefrocitos. Lo 
que los convierte en potenciales medicamentos terapéuticos. A pesar de que se conocen las dianas 
de estos compuestos, es necesario profundizar en los distintos mecanismos en los que actúan a nivel 

















Las conclusiones que se pueden extraer a partir de los resultados presentados en este trabajo son 
las siguientes: 
1. La falta de Rabphilin en los nefrocitos de Drosophila conduce a defectos en la organización 
del citoesqueleto como la formación de los canales laberínticos, alteración de la membrana 
basal y disminución del tráfico vesicular intracelular, concretamente de endosomas y 
vesículas Rab 3 positivas. 
2. Los bajos niveles Rabphilin en los nefrocitos promueve la infraexpresión de los genes Sns y 
Cubn, esenciales para la filtración y la endocitosis, respectivamente. Lo que se traduce en la 
pérdida de funciones propias del nefrocito que conlleva a la disminución de la supervivencia. 
3. La falta de función de Rabphilin en el corazón conlleva a la aparición de alteraciones 
cardiacas típicas de una cardiomiopatía dilatada acompañadas de una desorganización de 
las miofibrillas cardiacas que tienen como consecuencia una disminución de la vida media. 
4. La ausencia de Rabphilin en los nefrocitos tiene un efecto a no autónomo a distancia sobre 
el corazón de la mosca que se caracteriza por un intervalo diastólico prolongado y una vida 
media más corta. 
5. Las proteínas Rab 3 y Rab 27 son esenciales para la localización y la expresión de las 
proteínas de la hendidura de filtración y de los canales laberínticos de los nefrocitos. Por lo 
que participan en el proceso de filtración, endocitosis y en el estado de mantenimiento del 
nefrocito. 
6. Los niveles de los componentes que forman el complejo Rab-Rabphilin se encuentran 
alterados en el modelo de nefropatía diabética. Lo que sugiere que estas proteínas están 
involucradas en la aparición y desarrollo de la enfermedad. 
7. El modelo de enfermedad renal de la mosca es una importante herramienta in vivo para la 
búsqueda de compuestos con actividad contra el daño renal. En este sentido, el ácido 
retinoico, compuesto positivo del cribado, logró rescatar la expresión de los genes 
alterados, los problemas de filtración y parte de la endocitosis en el modelo de enfermedad 
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Figura Anexo 1.1. Otras líneas de Drosophila con expresión de interferencia de Rph en nefrocitos tuvieron 
una reducción en el número de nefrocitos funcionales y en la supervivencia. Imágenes confocales de 
nefrocitos de moscas adultas que expresan el reportero GFP (verde en A, B y C) bajo el control de Hand-Gal4. 
La inmunotinción con anticuerpo anti-Rph (A’’, A’’’, B’’, B’’’, C’’ y C’’’) reveló la presencia de Rph en nefrocitos 
pericárdicos de moscas de control (A-A’’’), pero esta señal se redujo en las moscas que expresaban la 
construcción RNAi de Rph (B-B’’’ y C-C’’’). Los núcleos se contrastaron con DAPI (azul). Barra de escala = 10 
μm. Cuantificación del número medio de nefrocitos pericárdicos funcionales (D). El porcentaje de pupación 
de moscas IR-Rph fue el mismo en larvas alimentadas con concentraciones de 0.005% y 0.01% de AgNO3 (E). 
Prueba estadística t de Student de dos colas (α =0.05). * p <0.05. Las curvas de supervivencia de moscas IR-
Rph (Hand-Gal4> UAS-IR-Rph) alimentadas con alimento estándar, mostraron que la supervivencia de las 
moscas adultas IR-Rph se vio afectada en comparación con los controles (log-rank (Mantel-Cox)) (F). 
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Figura Anexo 1.2. El ácido retinoico aumenta la expresión de Klf15 en los nefrocitos pericárdicos. Imágenes 
de microscopía de fluorescencia de nefrocitos pericárdicos controles (Hand-Gal4> UAS-GFP; A) y nefrocitos 
pericárdicos suplementados con ácido retinoico (B) marcado con GFP (verde) e inmunoteñidos con un 
anticuerpo anti-Klf15 (rojo). Esto muestra la especificidad del anticuerpo. 
 
Figura Anexo 1.3. La interferencia de la expresión de Rph disminuye el número de vesículas Rab 3 positivas. 
Cuantificación de la señal de Rab 3 a partir de imágenes del inmunoensayo de nefrocitos control (Hand-Gal4> 
UAS-GFP yw) y nefrocitos con la expresión de Rph interferida (HandGal4> UAS-GFP UAS-IR-Rph). Prueba 




Figura Anexo 1.4. La interferencia de la expresión de Rph reduce el número de endosomas en nefrocitos 
pericárdicos. Imágenes de microscopía electrónica de transmisión de nefrocitos pericárdicos control (Hand-
Gal4>UAS-GFP) y con interferencia en la expresión de Rph (Hand-Gal4> UAS-GFP UAS-IR-Rph). Los números 
indican la cantidad de endosomas. 
 
 
Figura Anexo 1.5. Modelo esquemático de las alteraciones causadas por la interferencia de la expresión de 
Rph en los nefrocitos de Drosophila. La interferencia de la expresión de Rph afecta a la filtración de nefrocitos 
mediante la reducción de la expresión de Sns y a la reabsorción de proteínas de nefrocitos mediante la 
reducción del tráfico vesicular y la expresión de Cubilin; también afecta a la estructura de los canales 
laberínticos. La filtración de nefrocitos se indica mediante flechas discontinuas y la reabsorción de proteínas 
se indica mediante flechas cortas. La diversidad de moléculas presentes en la hemolinfa está representada 
por círculos de colores de diferentes tamaños. BM, membrana basal; ND, diafragma de nefrocitos. 
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Figura Anexo 3.1. La expresión de la versión DN de Rab 3 promueve la desorganización de los NDs y la falta 
de membrana basal de los nefrocitos. Imágenes de microscopía electrónica de transmisión de la membrana 
(A-A’’) y de los endosomas (B y B’) de los nefrocitos pericárdicos control (A y B) y con expresión de Rab 3 DN 
(A’, A’’ y B’). El (*) marca los NDs. Barra de escala en A-A’’= 200 nm, barra de escala en B y B’= 1 µm. 
